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RESUMO

JUNIOR, Duilio Teixera Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto, 2019.
Avaliacao do efeito cicatrizante da pomada obtida do extrato hexanico de folhas
de vanillosmopsis erythropappa schultz — bip Orientadora: Marisa Alves Nogueira
Diaz. Coorientador: Virginia Ramos Pizziolo

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial cicatrizante das folhas de do extrato
hexanico das folhas de Vanillosmopsis erythropappa schultz — bip. e identificar os
principais constituintes por CG/EM. Os extratos das folhas Vanillosmopsis
erythropappa schultz — bip de foram testados frente teste de estimulacdo da
proliferacdo celular in vitro, sendo que o extrato em hexanico apresentou resultado
mais significativo comparado ao extrato etanodlico. Pela analise do extrato ativo
cromatografia gasosa-espectroscopia de massa (CG/EM) foi detectado a presenga de
compostos importantes para o processo de cicatrizagao celular, como Lupenona;
Lupeol e Friedelan-3-one. A expressdo do VEGF nos cinco grupos estudados e
verificou que aqueles tratados com a pomada contendo o extrato de V. erythropappa
Schultz — Bip apresentaram expressao aumentada em grupos tratados com as
pomadas nas concentragoes 1% e 3%, acelerando assim o processo de cicatrizagao.
Pela andlise do extrato ativo por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de
massas (CG — MS) permitiu detectar a presenca de dois flavondides: Apigenina e
Luteolina importantes no processo de sintese de colageno tipo | e Ill. Ao final do
tratamento os grupos controle (G4) e Fitoscar® (G5) tiveram maior quantidade de
fibras do tipo Ill, consideradas imaturas, e os grupos tratados com as pomadas
contendo extrato 1% e 5% (G1 e G3, respectivamente) tiveram maior quantidade de
fibras do tipo |, consideradas maduras, indicando que tais formulagcdes foram efetivas

para a cicatrizacao das feridas, com G3 apresentando o melhor resultado.



ABSTRACT

JUNIOR, Duilio Teixera Soares, D.Sc.,Universidade Federal de Vigosa, august
2019. Evaluation of the healing effect of ointment obtained from hexane leaf
extract of vanillosmopsis erythropappa schultz — bip. Advisor: Marisa Alves
Nogueira Diaz. Co - Advisor: Virginia Ramos Pizziolo.

The objective of this study was to evaluate the healing potential of the leaves of the
hexane extract of Vanillosmopsis erythropappa schultz - bip leaves and identify the
main constituents by GC/MS. Vanillosmopsis erythropappa schultz - bip de leaf
extracts were tested against in vitro cell proliferation stimulation test. By the analysis
of the active extract gas chromatography-mass spectroscopy (GC/MS) was detected
the presence of important compounds for the cell healing process, such as Lupenone;
Lupeol and Friedelan-3-one. The expression of VEGF in the five groups studied and
found that those treated with ointment containing V. erythropappa Schultz - Bip extract
showed increased expression in groups treated with ointments at concentrations 1%
and 3%, thus accelerating the healing process. By the analysis of the active extract by
mass spectrometer - coupled liquid chromatography (GC/MS) it was possible to detect
the presence of two important flavonoids: Apigenin and Luteoline in the collagen
synthesis process type | and Ill. At the end of treatment, the control groups (G4) and
Fitoscar® (G5) had the highest amount of type lll fibers, considered immature, and the
groups treated with ointments containing 1% and 5% extract (G1 and G3, respectively)
higher amount of type | fibers, considered mature, indicating that such formulations

were effective for wound healing, with G3 presenting the best result.
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1. INTRODUCAO

Os avangos na medicina e na ciéncia fez surgir inUmeras opgdes de
medicamentos sintéticos para tratamento das mais diversas enfermidades. Contudo,
muitos desses farmacos passaram a provocar efeitos colaterais indesejaveis, além de
apresentarem alto valor de compra, o que fez com que a pratica milenar, presente
desde os primérdios da humanidade e baseada no conhecimento passado por
geragdes, de tratar e curar enfermidades por meio de plantas medicinais, fosse
resgatada (MACIEL et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; BRASIL, 2010).

Com isso, ressurgiu o interesse por fitoterapicos e aumentou o consumo de
produtos naturais seguros e efetivos, o que tornou necessario o constante estudo
sobre Oleos e extratos vegetais que atendessem a esses propositos (OLIVEIRA et al.,
2006; WU et al., 2012). Ja se sabe que os 0leos essenciais e 0s extratos vegetais
apresentam compostos com importantes caracteristicas terapéuticas, dentre as
principais, tem-se: antimicrobianas, analgésicas, anti-inflamatérias, vermifugas,
antissépticas, antiespasmaodicas e cicatrizantes (LIMA et al., 2006; GONCALVES et
al., 2013).

Os extratos vegetais sdo compostos de substancias bioativas que variam de
acordo com a polaridade do solvente utilizado para sua extracédo, e que apresentam
baixo peso molecular e estrutura complexa, o que facilita sua absorcdo e
metabolizacao, caracteristicas importantes para uma nova droga (FABRI et al., 2011).
Nesse contexto, o metabolismo secundario das plantas resulta em substancias
quimicas de composicdo complexa, que ao serem extraidas dos vegetais podem
formar os extratos bioativos ou os 6leos essenciais compostos de terpenos e
fenilpropandides (GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003).

Os Oleos essenciais, por sua vez, apresentam elementos volateis que sao
encontrados nos 6rgaos vegetais como folhas, raizes, caules, sementes e flores, e
que atuam na defesa contra microrganismos, sendo, portanto, fundamentais na
sobrevivéncia do vegetal (SIQUI et al., 2000). Cientificamente ja se tem comprovado
que, das propriedades dos o6leos essenciais, em média, 60% deles apresentam
potenciais antifungicos e 35% exibem propriedades antibacterianas (BHAVANANI;
BALLOW, 1992).
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Diante do cenario de plantas medicinais, sabe-se que o territério brasileiro é
composto por florestas nativas que apresentam grande diversidade de espécies, e
dentre elas esta a Vanillosmopsis erythropappa Schultz — Bip (figura 1), pertencente
a familia Asteraceae, que é popularmente conhecida como “candeia-da-serra”. Em
Minas Gerais, essa espécie € encontrada principalmente no alto das Serras da
Mantiqueira e do Espinhaco e partes altas da zona da mata mineira. O mais importante
constituinte ativo presente nas folhas de tal espécie vegetal é o a-bisabolol, que em
estudos demonstrou apresentar propriedades antiflogistica, antibacteriana,
antimicética e dermatologica. Popularmente, a candeia € utilizada como cicatrizante,
no combate as infecgdes e no tratamento de ulceras pépticas, principalmente por meio

de preparacdes a partir das folhas da espécie vegetal (SILVERIO et al., 2008).

Figura 1 — Vanillosmopsis erythropappa Schultz — Bip.

As feridas, que podem ser agudas traumaticas ou cirurgicas, evoluem no
processo cicatricial de maneira e em tempos previsiveis a partir do momento da injuria
até o seu fechamento (TRINDADE et al., 2010). Assim, se faz necessario um
tratamento correto para evitar complicagdes e atraso na cicatrizacdo. Com isso, a
busca de novos constituintes que possuam poder de cicatrizacdo é de suma
importancia para o tratamento de feridas que podem ser agravadas com a presenga
de bactérias nesses locais, uma vez que esses microrganismos tém apresentado

consideravel resisténcia aos antibiéticos (BERTINI et al., 2005).
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Em virtude da complexidade do tratamento e do processo cicatricial, os quais
podem evoluir para complicagdes recorrentes e geram elevados custos, as feridas sdo
consideradas um importante problema de saude humana e animal, o que tem levado
a necessidade de estudos inovadores que visem potencializar o efeito do tratamento
e reduzir os custos do mesmo (BRODERICK, 2009; PONNUSAMY et al., 2015).

Além disso, estudos voltados para a compreensao dos mecanismos de
resisténcia dos microrganismos e para o desenvolvimento de novas drogas,
principalmente as naturais, devem ser realizados, uma vez que a resisténcia
microbiana tem aumentado e o uso de antibidticos precisa ser controlado (PRASHAR
et al., 2003).

Nesse sentido, tem sido avaliado, em especial nas ultimas décadas, o potencial
de plantas serem fonte de produtos naturais capazes de trazer beneficios a saude,
ocorrendo assim intensos estudos visando a terapia natural. Assim, visando melhores
resultados nos mais diversos tratamentos de saude, o uso de plantas no ramo
farmacéutico tem crescido gradualmente no Brasil. Com isso, os estudos tém
mostrado que extratos ou Oleos essenciais apresentam importante atividade
antibacteriana dependendo do tipo, composi¢ao e concentracdo deste, variando
também de acordo com a composi¢cado do substrato, as condigdes de processamento
e estocagem, e o tipo de microrganismos envolvido (MARINO; BERSANI; COMI,
2001; BERTINI et al., 2005).

Diante do exposto, ressalta-se a relevancia de estudos que busquem explorar
o potencial terapéutico cicatrizante de compostos obtidos a partir de plantas que
possam, assim, otimizar o processo de cicatrizagao de feridas e reduzir os custos do

tratamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Feridas

Defina-se ferida como a ruptura do sistema tegumentar, na qual sua estrutura
e fungdes sédo alteradas, afetando o processo de cicatrizag&do. Resulta de um conjunto
de eventos que vao do trauma, causado por agentes mecanicos, quimicos, biologicos
ou térmicos, ao fechamento total, envolvendo processos bioquimicos e fisiolégicos
complexos que atuam em harmonia para garantir a reconstrugdo completa do tecido.
S&o classificadas de acordo com a sua causa, presenga de microrganismo, tamanho
da abertura, tempo de duracéo e forma como se da sua cicatrizacdo, de maneira que
conhecer essas classificacbes € necessario para estabelecer o melhor tratamento
(PAVLETIC, 2010; COLTRO et al., 2011).

Mensurar as feridas € importante para que seja feito um diagndstico adequado,
estabelecendo o tratamento correto e avaliando seu resultado sobre o processo
cicatricial. Assim, os principais tipos de feridas sdo as cirurgicas, traumaticas e as
ulcerativas. As feridas cirurgicas, aquelas decorrentes de quadro infeccioso ou
isquémico apds cirurgia prévia, ocorrem por incisdo, ndo havendo perda de tecido e
capazes de terem suas bordas fechadas por sutura; excisdo, havendo remoc¢ao de
parte do tecido; e puncgao, resultantes de métodos terapéuticos para diagndsticos,
como bidpsias, por exemplo (FERREIRA et al., 2006; EBERHARDT, 2015).

As feridas traumaticas sao aquelas em que alguns agentes atuam, de maneira
acidental, a saber: agentes quimicos, como acidos; agentes fisicos, como radiagéo; e
agentes mecanicos, como cortes. Incluem também as queimaduras amplas e mais
profundas, que resultam em exposicao de tecido. Estas podem evoluir de forma mais
grave, para laceracdes, descolamento de pele e até mesmo amputacgdes, ocorrendo
comprometimento da fungao e perda do tecido (COLTRO et al., 2011).

Por fim, as do tipo ulcerativas sdo aquelas causadas por doencas que
provocam baixo suprimento sanguineo do tecido, ou por decubito prolongado, tenso
assim as ulceras diabéticas, por estase venosa e arterial ou por pressdo. De maneira
geral, evoluem para necrose do tecido, sendo ainda mais agravante em paciente com
sistema imune debilitado (SANTOS, 2011).
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Com relagdo ao grau de contaminagao, as feridas podem ser limpas, limpas
contaminadas, contaminadas ou infectadas, variando de acordo com a sua causa,
tempo de ocorréncia e evolugdo. As feridas limpas sdo aquelas realizadas em
cirurgias eletivas de forma asséptica, sem conteudo microbiano ou presenca de
inflamacédo. As limpas contaminadas sdo aquelas em que a presengca de
microrganismos nao é significativa e que é tratada em até seis horas apds sua
ocorréncia. As contaminadas sao aquelas em que o tratamento ocorre com mais de
seis horas apos o trauma, mas que ainda n&o apresenta inflamacao. Ja as infectadas
apresentam significativa conteudo microbiano, com nitido processo inflamatdrio,
presenca de secrecao purulenta e que pode evoluir para necrose tecidual (TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008; SANTOS, 2011).

Com relagao a cicatrizacéo, as feridas podem ser classificadas quanto ao tipo
e o tempo de existéncia. Quanto ao tipo, podem ser de primeira intengao, geralmente
provocadas por sutura cirurgica, na qual as bordas se aproximam diretamente, sem
comprometimento do tecido ou presenga de infec¢ao; de segunda intengéo, na qual o
fechamento é mais lento, ocorrendo perda tecidual intensa, geralmente devido a
presenca de infeccdo; e de terceira intengao, aquela que ocorre apds tratar a infecgao,
sendo corrigida por cirurgia (ETHRIDGE; LEONG; PHILLIPS, 2010).

Quanto ao tempo de cicatrizagdo, podem ser agudas, as quais sao reparadas
no tempo adequado e sem complicagdes; e as cronicas, que persistem por mais de
seis meses, resistindo ao tratamento, evoluindo com complicagdes, e que geralmente
tem base em uma doencga prévia, como o diabetes, por exemplo. Atualmente, as
feridas crénicas sdo consideradas um problema de saude publica no Brasil, uma vez
que o numero de pacientes com esse tipo de ferida é elevado, ocasionando altos
custos com tratamento e previdéncias (ROCHA; CARNEIRO; SOUZA, 2014).

Com a instalagcao da ferida, eventos especificos sdo desencadeados como
forma de resposta do organismo, entre eles, tem-se a producado de endotelina pela
contragdo do musculo liso endotelial para conter a hemorragia, e ativacdo das
plaquetas para formar coagulo na matriz, que auxiliam na cicatrizagédo e hemostasia.
Apos o rompimento do tecido pela lesdo, o ambiente se torna propicio a esses
eventos, uma vez que o sangramento e o extravasamento proteico vascular estimulam
tais eventos (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).
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2.2 Cicatrizagao

A cicatrizagao do tecido lesionado ocorre pela agcao de células e moléculas em
eventos coordenados que envolvem processos bioquimicos e fisioldgicos voltados
para a restauragcédo tecidual (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).
Essa restauragdo pode ocorrer por meio da regeneragao e da reparagao, contudo, a
regeneragao nos seres humanos ocorre apenas no periodo embrionario ou em tecido
0sseo e hepatico, ficando disponivel a reparagao para o fechamento de uma ferida,
sendo um processo mais complexo que envolve fibroblastos, fatores de crescimento
e células inflamatorias (TENIUS; BIONDO-SIMOES; I0SHII, 2007; TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008).

Alguns fatores especificos, intrinsecos ou extrinsecos, podem influenciar a
sequéncia dos eventos envolvidos na cicatrizacdo, a saber. presengca de
microrganismos e/ou de corpo estranho, desenvolvimento de processo infeccioso,
presenca de tecido isquémico e ocorréncia de edema. Além disso, o tipo de
procedimento cirurgico também pode influir nesse evento (SZWED; SANTOS, 2015).

Dos processos envolvidos na cicatrizacdo, tem-se a inflamacédo, a
reepitelizagdo, a angiogénese, a formacgéao de tecido de granulagéo e a deposigéo de
matriz intersticial. Convencionou-se, no entanto, para facilitar o entendimento,
classificar o processo cicatricial em fases especificas sucessivas: fase inflamatdria,
fase proliferativa e fase de maturagéo (ou fase de remodelagem) (PAVLETIC, 2010).
Essas fases envolvem processos que se estabelecem de maneira continuam, mas
que se interligam, de maneira que um mesmo farmaco pode acelerar uma fase, mas
interromper outra (FAHIE; SHETTKO, 2007).

Nesse sentido, compreender os mecanismos envolvidos no processo de
cicatrizacao é importante para definir a melhor proposta terapéutica e para estabelecer
a melhor conduta em uma cirurgia, por exemplo, de maneira a prevenir complicagdes
e promover condicbes favoraveis a reparacao do tecido. Quanto a isso, diversas
pesquisas tém sido desenvolvidas para identificar farmacos capazes de acelerar esse
processo (BEHEREGARAY et al., 2014).
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2.2.1 Fase inflamatoéria

E a primeira fase, que se inicia de forma imediata apos a lesdo e que pode
durar até cinco dias. Nessa fase, substancias que causam a vasoconstricdo séo
liberadas nas membranas das células, e as plaquetas iniciam a cascata de coagulagao
(PAVLETIC, 2010). Ocorre hemostasia por meio da vitamina K, que sintetiza a
protrombina, e assim, a perda sanguinea decorrente do vaso lesionado é diminuida,
e forma-se entdo uma rede, para onde os fibroblastos migrardo. Tem-se também a
fagocitose de bactérias pelos neutrofilos, a fim de evitar um processo infeccioso, e a
agao de macrofagos no debridamento completo, que eliminam coagulos, bactérias e
tecido necrosado, para que o ambiente esteja favoravel a acado de células de
reparagao tecidual, e secretam fatores de crescimento; fator de crescimento
fibroblastico (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
endotelial (VEGF) e citocinas que auxiliam na angiogénese e fibroplasia. Em seguida
as células epiteliais migram-se para o leito da ferida, das margens para o centro e
apenas em tecido viavel, para iniciar o fechamento da lesdo (BOTTONI et al., 2011;
SZWED; SANTOS, 2015).

Apos se formar trombos plaquetarios para o tamponamento dos vasos
lesionados, o fluxo sanguineo local ira aumentar em virtude da secrecdo de
mediadores bioquimicos, como a histamina e serotonina, de ag¢ao reduzida, e as
bradicininas e prostaglandinas, de agédo prolongada, levando assim ao
desenvolvimento dos primeiros sinais de inflamacéo — calor, rubor, dor e edema — para
assim estabelecer o comecgo da fase inflamatdria, que basicamente consiste em
promover coagulacao, debridamento do tecido e eliminagdo do conteudo microbiano
(TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; PAVLETIC, 2010).

2.2.2 Fase Proliferativa

Fase que ocorre entre o quinto e o vigésimo dia pds lesdo e que compreende
quatro etapas, a saber: epitelizagao, angiogénese, formacgao de tecido de granulacao
e disposicao de colageno, as quais em sequéncia, levarao ao fechamento da ferida
(PAVLETIC, 2010). A epitelizagéo, consiste em um processo precoce mas que so se
evidencia apods alguns dias, promovendo restauracdo da barreira para evitar

extravasamento de liquido e proliferacao de microrganismos.
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Nessa etapa as células do epitélio promovem migragao de queratinocitos em
movimento paralelo as fibras colagenas, por meio de quebra da fibrina. Ocorre a
reestruturacdo das fungdes do tecido que foram prejudicadas em virtude da lesao,
como a protecdo mecanica, a regulagéo térmica, a barreira hidrica e a prote¢ao contra
infeccdo microbiana (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

A proxima etapa, chamada de proliferacéo, ocorre em até dois dias apés a lesédo
mas so fica evidente apds o quarto dia, promovendo migragéo das células do endotélio
e formacgao de capilares, 0s quais sao necessarios para que a cicatrizagao ocorra de
maneira eficaz (PAVLETIC, 2010). Na secado adiante (2.2.4) os mecanismos
envolvidos nessa etapa estdo apresentados mais detalhadamente.

A ultima etapa, chamada de formacdo de tecido de granulagdo, ocorre a
formacao desse tecido que € composto de matriz extracelular, colagenos, fibroblastos,
queratindcitos e novos capilares. Os principais envolvidos nessa etapa sao as células
do endotélio e os fibroblastos, os quais sdo ativados pelos fatores de crescimento e
estimulados a produzirem colageno, responsavel pela contragdo da ferida
(HENDLUND, 2007).

2.2.3 Fase de maturagao

A fase de maturacao corresponde a ultima das fases da cicatrizacdo, tendo
inicio apods cerca de 14 dias, sendo possivel se manter por meses. Nesta fase, ocorre
diminuicao gradativa da vascularizagdo e dos fibroblastos, assim como ocorre a o
aumento da forga de tensdo e a reorganizagédo das fibras colagenas pela enzima
colagenase. A fase de maturacéo € dividida em duas etapas: a contragdo e a
remodelagem (PEERSCHEKE; YIN; GHEBREHIWET 2008).

No processo da contragcao da ferida, a pele periférica avanga em diregcao ao
centro da lesao (PAVLETIC, 2010). Para que este processo aconteca, sao
necessarias a presencga de quantidade significativa de fibroblastos e a interagao
complexa de células, da matriz extracelular e mediadores, como TGF-31, TGF-2 -
Fator de transformacao do crescimento beta - e PDGF - Efeito do fator de crescimento
derivado de plaquetas. Presentes na ferida, os fibroblastos, também denominados de
miofibroblastos, desenvolvem propriedades da musculatura lisa, como proteinas

contrateis, ao longo da face citoplasmatica da membrana basal (HOSGOOD, 2006).
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Reforga-se que a contragao da ferida é induzida quando as células epiteliais
migram sobre a area da lesao; dos foliculos pilosos que se encontram mais proximos
e pela formacao de novas células nessa area. E importante abordar tal questao uma
vez que essa contracdo pode ser prejudicada pela utilizagdo de anti-inflamatorios,
drogas anti-microtubulares e pelo uso de relaxantes musculares, com aplicagao local,
que atuam na musculatura lista (HOSGOOD, 2006; HENDLUND, 2007).

Além do processo de contracido, outro processo que a fase de maturacao
aborda é o da remodelagem. Nele, a cicatriz envolve etapas continuas de producao,
digestao e orientagao das fibras de colageno. Sobre este ultimo, colageno tipo Il
encontra-se em maior quantidade que o tipo I. Entretanto, com o decorrer do tempo,
o tipo Ill passa a ser mais degradado. Enquanto isso, o colageno tipo | tem sua
producdo aumentada pelos fibroblastos (SINGER; CLARK, 1999).

Ao passo em que o processo de maturagao da ferida se desenvolve, ocorre a
diferenciagcdo das células endoteliais dos vasos recém-formados em células de
revestimento. Com isso, esses vasos passam a atribuir caracteristicas funcionais de
vasos capilares. As células que possuem transformagdes fenotipicas mais acentuadas
séo os fibroblastos (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

No inicio do processo, se caracterizam por células imaturas migratérias e
replicativas. Apds, seu citoplasma se tornar volumoso e apresentar bastante reticulo
endoplasmatico rugoso, se tornam células destinadas a sintese proteica. Sendo
assim, comegam a secretar grandes quantidades de colageno, substituindo,
gradativamente, os proteoglicanos e a fibronectina até se tornar o principal
componente da cicatriz em formacgao (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

O colageno se encontra diretamente responsavel pela forga de tenséo da ferida
em cicatrizacdo. Nesse sentido, a ferida passa a se tornar mais madura conforme as
fibras colagenas tipo | estiverem em maior concentragao. Assim como, havera maior
proliferacao de fibroblasto quando a deposi¢ao de colageno for maior. Tal processo é
controlado pela enzima colagenase, produzida por células inflamatérias, endoteliais,
fibroblastos e queratindcitos na ferida (PAVLETIC, 2010). Portanto, por meio de
processos de migracdo ou apoptose, com a realizagdo do processo de maturagao,
grande parte dos vasos, fibroblastos e células inflamatérias desaparece do local onde
se encontra a ferida (ARNOLD & WEST, 1991).
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Desse modo, ocorre redugcdo na dimensao da cicatriz e mudanga gradual da
coloracao da ferida. A alteragdo da coloragdo é um indicativo do processo de
cicatrizagdo, em que a ferida passa do vermelho a um roseo palido. Ao término desta
etapa, ocorre regeneragao limitada nos anexos de pele, como foliculos pilosos e
glandulas. Como a regeneragao dos melandcitos € deficiente e as cicatrizes séo
hipovascularizadas, a coloracdo da cicatriz permanece palida, em virtude do

desaparecimento dos neocapilares (JOHNSTON, 1990).

2.2.4 Angiogénese

Com a ocorréncia da lesédo vascular causada pela ferida, entre um ou dois dias,
inicia-se o processo de reparagao via angiogénese, no qual ha formacéo de novos
vasos sanguineos a partir dos ja existentes, consistindo em etapa primordial na
cicatrizagdo. Inicia-se com a liberacdo da enzima colagenase pelas células do
endotélio capilar, a qual ird degradar o colageno da membrana basal, permitindo que
células do endotélio migrem para o espaco perivascular da ferida, formando
ramificacdes no tecido de granulacado (RAJA et al., 2007; SCHUGART et al., 2008).

Ocorre fisiologicamente no processo cicatricial e de reparagao do tecido por
eventos bioquimicos e morfoldégicos subsequentes, mediados por fatores de
crescimento, em especial o VEGF — fator de crescimento do endotélio vascular — uma
citocina que promove vasodilatagdo através da producédo de o6xido nitrico (NO) e
aumenta a permeabilidade vascular. Essa maior permeabilidade induz o
extravasamento de proteinas que formardo uma rede de fibrina no tecido (ZHANG et
al., 2011).

Ap6s a migracdo de ceélulas endoteliais decorrente da degradagdo da
membrana basal, os fatores de crescimento estimulam a proliferagao celular e ao final
do processo ocorre maturagao das células deste novo vaso, seguido de estabilizagéo
do mesmo com presenga de células mesenquimais, diferenciagdo celular e
regeneracao da matriz extracelular e da membrana basal (LIEKENS et al., 2001; JAIN,
2003).
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A figura 2 retrata as fases do processo angiogénico, na qual se vé: em (A) a
ativagao de células endoteliais, (B) a secrecdo de proteases que irdo degradar a
membrana basal e a matriz extracelular, (C) a formagdo do broto capilar apés
migragao das células, (D) o crescimento do vaso; (E) a formagao do lumen e da nova
membrana basal; (F) a unido de dois brotos para formar a alga capilar e (G) a formagao

da segunda geragao de brotos capilares.

Figura 2 — Etapas do processo angiogénico.
Fonte: GRIZZI et al., 2005 apud CASTRO, 2012.

2.3 Fatores que influenciam na cicatrizagao

Sao diversos os fatores que interferem na cicatrizacdo. Dentre os principais, se
encontram o estado nutricional do individuo; sua faixa etaria; o fato de possuirem
doencgas como alteragdes cardiovasculares, alteragbes no processo de coagulagao,
infeccao sistémica e diabetes; e 0 uso de medicamentos sistémicos (MANDELBAUM,;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; CANDIDO, 2006).

Diante disso, sabe-se que o estado nutricional € de suma importancia para a
cicatrizagdo. Isso porque, por meio da manutengao da estabilidade nos niveis de
carboidratos, proteinas, vitaminas, lipidios e sais minerais, 0 processo de cicatrizagao
pode ser realizado. Diferentemente daqueles que se encontram desnutridos, os quais
apresentam dificuldade na cicatrizacdo. Dependendo do estado nutricional, pode-se
desencadear a reducdo da sintese de colageno e resposta imunolégica (DEALEY,
2001).



26

Outro aspecto é a faixa etaria. Conforme esta vai avangando no individuo,
ocorre a redugédo do numero dos vasos, as glandulas sudoriparas passam a atrofiar e
ha a queda da resposta imunolégica em virtude da redugdo de anticorpos.
Consequentemente, a musculatura se torna mais flacida, também (CANDIDO, 2006).

E importante ressaltar que o funcionamento das células esta diretamente ligado
a presenca da glicose. Isto porque é por meio desta que os fibroblastos e leucdcitos
retiram sua principal fonte de energia. Dessa maneira, a falta da mesma gera prejuizo
no desempenho destas células (PAVLETIC, 2010). A fibroplasia se encontra
diretamente relacionada as proteinas plasmaticas. Estas estado ligadas a realizagao
da resposta imunoldgica, proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, fagocitose,
sintese de colageno e remodelagem da ferida. Com isso, havendo niveis reduzidos
de proteinas plasmaticas, ha redugao da fibroplasia (SLATTER, 2007).

Assim como os fatores citados acima, outro que interfere na cicatrizagao € o
diabetes. Alguns aspectos, como a redugao ou deficiéncia na produg¢ao de niveis de
crescimento na resposta angiogénica, na fungdo e quantidades de macrofagos, na
barreira epidérmica, na quantidade de tecidos de granulagdo, na acumulagéo de
colageno, na migracao de queratindcitos e na proliferagao de fibroblastos, colaboram
para que a cura de feridas em diabéticos seja mais dificultosa quando comparada a
uma pessoa que nao possui a doenga (BREM; TOMIC-CANIC, 2007).

O processo de cicatrizagao também pode ser influenciado pelo uso de
medicamentos, sobretudo aqueles que retardam a coagulagdo sanguinea, como a
aspirina e os corticosteroides (HENDLUND, 2007). No caso de individuos que fazem
tratamento de quimioterapia, o processo de cicatrizagdo costuma ser mais lento, isso
porque ocorre uma pausa no ciclo celular. Além disso, ha interferéncia no metabolismo
de sais minerais e vitaminas que sao importantes para o processo por conta dos
agentes quimioterapicos. Os individuos imunodeprimidos estdo mais propensos a
infeccdo e a dificuldade na cicatrizagdo, visto que ndao conseguem produzir uma
resposta inflamatoria efetiva. (HANKS; SPODNICK, 2005).
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2.4 Tratamento de feridas

A remocgao de tecidos necréticos e corpos estranhos no leito da ferida; a
eliminacao dos de fatores que possam levar a infecgcao; a absor¢gao do excesso de
exsudato; manter umido o leito da ferida; promover o isolamento térmico e proteger a
ferida de contaminacao bacteriana e traumas sao principios que direcionam a terapia
tépica de feridas. Esta é baseada em estudos cientificos sobre a fisiologia de
reparacgao tecidual (BLANES, 2004).

De acordo com o processo das feridas, ira variar a escolha dos agentes topicos
(GODOQY; PRADO, 2005). Para melhorar a cicatrizagdo, os medicamentos em uso
utilizam mecanismos diferentes diversos. Dentre tais mecanismos, estido incluidos a
fornecimento de energia local, como maltodextrina, mel, agucar; a manutengao de
ambiente , como hidrocoloides, hidrogel, alginatos; redu¢do do edema da ferida, como
alginatos, mel, agucar, acemanann; aumento do nivel de fatores de crescimento, como
complexo tripeptideo-cobre; fornecimento de substancia ativa, como colageno e
membranas bioldgicas; o aumento da resposta inflamatdria; o aumento no fluxo
sanguineo como o laser, radiagdo ultravioleta e estimulagdo elétrica; controle da
infeccdo e o auxilio no debridamento, como as enzimas topicas (KRAHWINKEL;
BOOTHE, 2006).

Embora haja uma grande diversidade de medicamentos topicos, as plantas
medicinais ainda sdo uma importante fonte para tratar as feridas e contribuem para o
tratamento de varias condi¢des patoldgicas (OLIVEIRA et al., 2000; GONCALVES et
al., 2013).

2.5 Plantas medicinais

A medicina popular é uma grande impulsionadora da utilizagdo de plantas
medicinais. Nesse sentido, € por meio da cultura local que as praticas terapéuticas
sdo desenvolvidas no meio. Como exemplo, no Brasil, os grandes propulsores foram
0s europeus, a cultura indigena e negras (BARBOSA et al., 2016). Tal influéncia
contribuiu para determinadas praticas terapéuticas que buscam tratamentos para
melhorias na saude do homem (BRASIL, 2006a).
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As plantas medicinais, segundo descri¢ao da Organizacao Mundial de Saude
(OMS), sado aquelas que tem por fungao prevenir, tratar ou curar processo fisioldgico
normal ou patoldgico. Estas plantas, naturais do meio ou cultivadas, sdo usadas,
também, como composigdo de medicamentos (ARIAS, 1999).

Associado as plantas medicinais, nos ultimos anos, buscou-se, por parte do
Ministério da Saude, estimular a utilizagdo destas como complemento no que se refere
ao sistema de saude. Nesse sentido, foram implementadas algumas politicas visando
tal estimulo, tanto no que se refere as praticas quanto ao acesso as plantas. Alguns
exemplos sdo: a PNPIC — Politica Nacional de Praticas Integrativas -; PNPMF -
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006b).

Além destas, ha duas publicagdes importantes que contribuem para tal
questdo: a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao Sistema Unico de
Saude (SUS) e a Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC numero 10). Esta primeira,
do ano de 2009, abrange a relagcdo de 71 plantas medicinais que devem ser
analisadas e pesquisadas, a fim de serem implementadas nos servigos de saude.
(BRASIL, 2010). Ja a segunda, do ano de 2010, possui uma resolugao de 66 plantas
medicinais que ja sdo comprovadas com resultados benéficos na saude humana.
Algumas destas sao, inclusive, indicadas para o tratamento de feridas, sendo, com
isso, significativas na melhoria da saude publica.

A grande importancia destas plantas encontra-se no fato de levar a cura natural
e regenerar o tecido lesado. Por possuirem componentes bioativos, sdo naturais e
conseguem alcangar um excelente resultado. Nesse sentido, industrias que trabalham
na producao de medicamentos buscam identificar tais componentes, a fim de tentar
produzir determinados efeitos farmacoldgicos e reproduzir agdes geradas por essas
plantas no organismo. Os alcaloides, favondides, taninos, saponinas, 6leos essenciais
e glicosideos sao algumas das substancias bioativas que se encontram presentes
numa planta (EDEOGA; OKWU; MBAEBIE, 2005).

Diante disso, os flavonoides podem ser encontrados em frutas, sementes,
vegetais, cascas de arvores, talos e flores (NIJVELDT et al., 2001). De facil acesso,
estes constituem um dos grupos fendlicos mais diversificados e importantes entre os
de origem natural (SIMOES et al., 2016).
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Os taninos também sao caracterizados como compostos fendlicos. Estes sao
importantes constituintes presente e produzido pelas plantas. Sua importancia esta
diretamente relacionada ao fato de ser responsavel pela caracteristica adstringente
de certos vegetais e frutos e, sobretudo, por serem muito utilizados no tratamento de
feridas e inflamacgdes, realizado pela medicina tradicional (FUNARI; FERRO, 2006).

Em relacdo ao tratamento de feridas e inflamagbes, os taninos sao
responsaveis por formar uma camada protetora sobre os tecidos epiteliais lesionados,
podendo ser realizado, abaixo desta, a reparacéo tecidual de maneira natural. Além
do tratamento de feridas, os taninos possuem atividade antioxidante; acao
antibacteriana, regulagcao proteica e enzimatica e agdo sobre protozoarios;
apresentando, também, atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres
(MELLO; SANTOS, 2001).

Ja as saponinas tém por fungao ser anti-infamatdria, possuir agao antifungica
e cicatrizante. As saponinas estao relacionadas, também, ao efeito imunogénico, a
reducdo na taxa de colesterol, ao controle de parasitas, a reducdo da aménia e ao
efeito citostatico sobre células malignas (FRANCIS et al., 2002).

Outros efeitos das saponinas sao a agao regenerativa de cartilagens e ossos e
a producao de vasodilatacdo. Também, combatem os radicais livres, por ter agao
antioxidante; e possuem atividade antimicrobiana e associada ao sistema imune,
apresentando acdo antiinflamatéria (CHEN; ZHANG; XIE, 2005; MENEZES, 2005;
FERNANDES JUNIOR; LOPES; COLOMBARI, 2006).

Diante desse contexto, algumas plantas medicinais, ja comprovadas, indicadas
para cicatrizagdo de feridas sao: Aloe Vera (L.) (babosa), Anacardium occidentale
L.(cajueiro), Calendula officinalis L. (caléndula), Caesalpinia ferrea Mart. (pau-ferro),
Casearia sylvestris Sw. (guacgatonga), Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira),
Polygonum punctatum Elliott (erva-de-bicho), Coronopu didymus (L.) Smith
(mastrugo), Helianthus annuus (girassol) (BRASIL, 2010; PIRIZ et al., 2014).

2.6 Vanillosmopsis erythropappa Schult - Bip (“Candeia- da- Serra”)

A espécie Vanillosmopsis erythropappa Schult - Bip. (“Candeia- da- Serra”),
também conhecida como Eremanthus erythropappus, € encontrada, em geral, em

solos rasos e pobres, onde suas raizes crescem e se desenvolvem no espago entre
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rochas e os ramos se tornam tortos e com casca grossa. Sobre as cascas, crescem
diversos liquens e podem alcangar alguns metros em relacdo ao comprimento. De
aparéncia simples, as folhas possuem aspecto aveludado, sendo, na sua parte
superior, verde, e na inferior, branca. Tal espécie pode ser encontrada na Argentina,
nas regides Norte e Leste do Paraguai e, no Brasil, se concentram nas regides centro-
Oeste, sudeste e Sul (SOUZA et al., 2003).

A Candeia-da-Serra tem sua relevancia ndo so pelo uso da madeira, que possui
grande durabilidade por conta de sua resisténcia, mas também por possuir 6leos
essenciais. Tais Oleos sao responsaveis pelo cheiro caracteristico na queima; e
possuem propriedades antibacterianas, antiflogistica, dermatoldgica e antimicotica.
Em relagdo a estes 6leos foram isoladas as lactonas sesquiterpénicas eremantina,
goyazensolide, 15-desoxigoyazensolide, lychnofolide, costunolide e bisabolol
(SILVERIO et al., 2008).

Vale ressaltar que alguns fatores, como os ambientais, por exemplo umidade,
luminosidade, ciclo e periodo do dia, estacdo do ano; e os fatores genéticos, podem
modificar a biossintese de certas substancias presentes nos vegetais. Tem-se, como
exemplo, a mudanga na composi¢ao quimica do 6leo, retirado da madeira da Candeia-
da-Terra quando comparado em periodos e locais distintos. Isso porque o
metabolismo de algumas substancias desta planta sofre com as variagdes (SOUSA et
al., 2008a).

Nesse sentido, no intuito de contribuir a analise e estudo farmacogndstico da
espécie Vanillosmopsis erythropappa Schult - Bip, foi observado que ha uma maior
intensidade em relagéo as reacdes para flavonodides nos meses que correspondem ao
verdo. Tal intensidade pode ter sido gerada em virtude da fungéo destes componentes
em proteger os vegetais da incidéncia de raios ultravioletas, assim como em proteger
contra bactérias, insetos, fungos e virus. Ja no que se refere aos taninos, estes estao
ligados na defesa quimica das plantas contra microrganismos patogénicos e contra
possiveis ataques de herbivoros ou invertebrados. Assim, as reagdes para com 0s
flavonoides foram mais acentuadas do que para com os taninos (SOUSA et al., 1991).

A espécie Eremanthus erythropappus tem sido utilizada durante muito tempo
na medicina popular, visando combater infecgdes e agir nas cicatrizacdes. Tal espécie

possui, em seu Oleo essencial, uma substancia conhecida por a-bisabolol. Esta
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substancia exerce atividades como antiulcerogénica, antimicotica e antibacteriana.
Outros componentes, também presentes, sao o B-pineno, B-cariofileno e p-mirceno,
provenientes do extrato etandlico dessas folhas que possuem propriedades
antiinflamatoria e antiulcerogénica. Uma triagem fitoquimica realizada das
inflorescéncias de Vanillomopsis erythropappa revelou a existéncia de taninos,
cumarinas, flavonoides, esteroides e saponinas (DUTRA et al., 2010).

Ainda que tendo sido analisadas diversas propriedades biolégicas compostas
pelo 6leo presente na espécie Eremanthus erythropappus, é importante que sejam
realizados mais pesquisas, experimentos e estudos farmacoldgicos, de modo a
alcangar maior informagdao e conhecimento sobre o vegetal. Desse modo, sera
possivel ter mais certeza para qual finalidade o mesmo devera ser recomendado,

principalmente no que se refere ao tratamento e cicatrizagao de feridas.

2.7 Atividade antibacteriana e cicatrizante da Candeia-da-Serra

O uso descontrolado de antibiéticos e sem a orientagado de um profissional tem
gerado a existéncia de novos patdégenos que, ao passo que sao mais selecionados,
se tornam mais resistentes, gerando prejuizos a saude humana. Nesse sentido, a
medicina vem buscando, por meio de estudos, encontrar novos produtos naturais, que
estejam habilitados a interromper o crescimento destes patdégenos, ao passo que haja,
também, reducdo de medicamentos, realizados por substancias sintéticas e nocivas
ao organismo (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

Diante disso, como muitos vegetais possuem propriedades antimicrobiana,
sendo capazes de interromper o desenvolvimento de certo microrganismo, sao
utilizados muitos vegetais com a finalidade de cura de infeccdo ou até mesmo sua
prevencao. Em virtude disso, a utilizacado de compostos como os dleos essenciais -
provenientes do metabolismo secundario de plantas, por suas propriedades biolégicas
e por possuirem baixa toxicidade ao individuo - se tornou bastante empregada,
sobretudo, em estudos cientificos (SARTO; JUNIOR, 2014).

Como mencionado, com a finalidade de melhorar o processo de cicatrizacéo
de ferimentos, lutando contra os processos de infecgao, a Candeia-da-Serra usa de
seus 6leos essenciais obtidos da sua madeira. Oleos ricos em a-bisabolol, um &lcool
sesquiterpeno monociclico, sem cor, viscoso, com aroma floral (PEREZ, 2001).
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O componente a-bisabolol, também previamente abordado, por apresentar
caracteristicas altamente anti-inflamatérias, tem sido comercializado em nivel global,
tornando o 6leo essencial produto de alto valor comercial agregado. A espécie E.
erythropappus tem seu 6leo essencial retirado da madeira do caule ou das suas
folhas. Entretanto, ha uma diferenga entre os compostos retirados da madeira e das
folhas, sendo os obtidos das folhas fontes importantes para tratamentos anti-
inflamatorios e anti-infeciosos (SOUSA et al., 2008b).

Segundo a analise desses autores, substéncias provenientes dos
monoterpenos e dos sesquiterpenos e interrompem o crescimento do Staphylococcus
aureus, da Salmonella spp., da Artemia salina e da Candida albicans. Estas
substancias estao presentes nos O6leos essenciais obtidos da Candeia-da-Serra.
Sendo rico em terpenos, como o B-pineno, E-cariofileno, 3-mirceno, a-humuleno e a-
copaeno, o 6leo essencial proveniente dessa espécie, possui grande capacidade
antimicrobiana (SOUSA et al., 2008b).

Ja a capacidade antibacteriana do d6leo essencial da Candeia-da-Serra esta
relacionada também ao mirceno e ao linalol, terpenos, encontrados em abundancia
nessa espécie (NASCIMENTO et al, 2007).

A integridade e o funcionamento da membrana celular dos patdgenos sao
destruidos pelos terpenos, presentes na Candeia-da-Serra, que geram mudanca de
potencial na membrana celular do patégeno, levando a perda do material celular e
interferéncia na cadeia respiratéria. Embora ndo causem a lise celular em todos os
casos, promovem descontinuagado da parede celular do patégeno, convergindo para
sua inviabilidade biologica (PROBST, 2012).

O dleo essencial dessa espécie também tem sido utilizado na industria
farmacéutica e cosmética para formulacdo de pomadas, logdes e géis em virtude do
seu potencial cicatrizante, dado pelos constituintes sesquiterpenoidicos, com o
composto a-bisabolol, por exemplo (SILVERIO, 2004; SILVERIO et al., 2008).
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2.8 Cultivo e Manejo da Candeia da Serra

A Candeia faz parte da familia Asteracea, do género Eremanthus e possui em
meédia 22 espécies, das quais a Eremanthus erythropappus é a de maior ocorréncia
no estado de Minas Gerais. Se desenvolve com maior rapidez em campos abertos,
sendo uma espécie heliofila, com distribuicdo de didmetro decrescente e arvores
atingindo até 32,5 cm, com média de 15 cm. Seu florescimento ocorre de julho a
setembro, no periodo mais seco e frio do ano, e sua frutificagdo de agosto a setembro,
podendo se estender até novembro, periodo de temperatura mais elevada. E
importante notar que se desenvolve facilmente em locais de solo pouco fértil,
preferencialmente em areas com altitude variando entre 400 e 2.200 m (SCOLFORO;
LOEUILLE; ALTOE, 2012).

No Brasil existem cinco industrias de 6leo de candeia natural bruto e trés de
alfabisabolol, o obtido a partir da destilacdo do 6leo. Embora a exploracao da espécie
e comercializagao dos derivados gerem boa fonte de renda ao pais, ndo ha um manejo
consolidado voltado para o uso comercial mais planificado. Ainda n&o existe progénies
ou clones testados para plantio em algumas regides, de forma que deve ser utilizado
fonte local de sementes, colhidas da arvore na regiao prépria do plantio, evitando seu
plantio comercial em regides que nao tenham ocorréncia natural, como a area que se
estende de Sao Paulo a Bahia (SCOLFORO; OLIVEIRA; DAVIDE, 2012).

O preparo do terreno deve ser feito por aragao, a adubacao pode ser a utilizada
para plantios das espécies nativas, com média de 100 a 150 gramas de superfosfato
simples por cova ou formulagao N.P.K. As mudas podem ser feitas em sacos plasticos
ou em tubetes e para um bom manejo é fundamental a cubagem rigorosa das arvores,
e o0 ajuste do peso seco, de 6leo, do numero de moirdes e das equagdes volumétricas
SCOLFORO; OLIVEIRA; DAVIDE, 2012).

Segundo Silva et al. (2014) o plantio da Candeia em espagamentos maiores —
1,5 x 3,0 m — é preferivel por ser mais lucrativo e por apresentar menor risco de
resultados desfavoraveis. Ainda, segundo os autores, a idade 6tima de corte, sendo a
melhor rotacdo econdmica, é de 12 anos. E importante notar ainda que no sistema de
manejo, a quantidade de O6leo produzida por metro cubico é a mesma,

independentemente do tamanho da arvore.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito cicatrizante da pomada preparada a partir dos extratos das folhas

de Vanillosmopsis erythropappa Schultz — Bip, utilizando como solventes o hexano e

o etanol, in vitro e em in vivo em feridas cutaneas induzidas em ratos.

3.2 Objetivos especificos

v

Obter os extratos em hexano e etanol das folhas de V. erythropappa Schultz—
Bip;

Avaliar o efeito dos extratos obtidos empregando o teste de proliferagcao celular
in vitro em culturas celulares de fibroblastos humanos;

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos obtidos sobre Sthaphilococcus
aureus;

Avaliar o extrato ativo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas GC/MS, bem como identificar substéncias biotivas;

Avaliar o extrato ativo por cromatografia liquida LC/MS acoplada a
espectrometria de massas, bem como a identificacdo de substancias biotivas;
Avaliar o efeito cicatrizante do extrato ativo das folhas de V. erythropappa
Schultz— Bip in vivo através do indice de contragao da ferida;

Realizar analise qualitativa do colageno, bem como a identificagdo e

quantificacao das fibras colagenas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

As folhas de V. erythropappa Schultz — Bip foram coletadas no entorno da cidade
de Ouro Preto MG, no distrito de Lavras Novas. Posteriormente foi realizada a
confecgao da exsicata, identificada e depositada (figuras 3 e 4) no Herbario da
Universidade Federal de Vigosa — MG, localizado no Departamento de Biologia
Vegetal — UFV. O material vegetal foi colocado em estufa com ventilagéo forgada a
40°C até peso constante. Posteriormente foi moido e acondicionado até a preparacéao
dos extratos em hexanico e etandlico. Essa fase foi realizada no Laboratorio de
Bioguimica e Quimica de Produtos Naturais (BioNat), localizado no Departamento de
Biogquimica e Biologia Molecular (DBB) da Universidade Federal de Vigosa — MG.

Figura 3 — Exsicata das folhas de V. erythropappa Schultz — Bip.
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Figura 4 — Identificacao da exsicata no herbario da UFV.

4.2 Preparagao do Extrato

O extrato das folhas foi preparado por meio do método de maceracédo e
remaceracdo. Para a produgdo dos extratos vegetais foram utilizados 1500g das
folhas moidas. Cada 500g da droga vegetal foi macerada em 3L de cada solvente
(hexano PA e etanol PA) ao abrigo da luz, até a exaustdo. O macerado foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo. Os dois extratos assim obtidos a partir dos

solventes foram armazenados em freezer a 4°C até a sua utilizagéo.

4.3 Preparagao da Pomada

As pomadas foram obtidas em concentragdes especificas (1%, 3% e 5%),
utilizando como veiculo um composto formado por lanolina anidra 30%, BHT 0,05% e

vaselina gsp.
4.4 Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas (CG/MS)

O perfil do extrato ativo foi analisado através da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. O extrato foi preparado na concentragcao de 10 mg/mL
utilizando como solvente hexano. A amostra foi filtrada com o auxilio de seringas
descartaveis (3 mL) e filtros milipore (20 ym). O volume da primeira passagem no filtro
foi descartado e o restante foi transferido para vials (1,5 mL), que foram, entéo,

fechados.
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Foi utilizado um aparelho da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Ultra,
com coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS (30 m; 0,25 mm de diametro interno;
filme de 0,25 ym) e hélio como gas de arraste. A injegdo ocorreu no modo split (raz&o
1:10). A temperatura do injetor e da fonte foi de 290 °C. Para a coluna, a temperatura
inicial foi de 80 °C por 5 minutos, aumentando até 285 °C, com taxa de 4 °C/minutos
e permanecendo nesta temperatura durante 40 minutos. A temperatura na interface
do sistema foi de 290 °C. O detector de massas operou com ionizagao por impacto de
elétrons (70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de 35 a 700 Da.

A identificagdo dos compostos presentes no extrato bruto foi realizada através
de comparagao dos espectros de massas obtidos com aqueles existentes no banco

de dados do aparelho e com os dados da literatura.
4.5 Cromatografia Liquida Acoplada ao Espectrometro de Massas (LC/MS)

Aliquotas de 300 pL dos extratos foram colocadas em frascos e 5 L injetados
no sistema LC/MS no Nucleo de Biologia Molecular (NuBioMol) da UFV. Para todas
as analises de LC/MS foram utilizadas uma Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Performance (UHPLC; modelo 1200 Infinity) com coluna de cromatografia (Agilent
Eclipse Plus, RRHD, 1,8 um, 2,1x50 mm) e vazao de 0,3 mL / min, acoplada online
em um espectrémetro de massa QQQ (triplo quadrupolo; Agilent6430). A separagao
cromatografica foi realizada em uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 ym, 2,1 x
50 mm) (Agilent) e uma coluna de protecao Zorbax SB-C18 de 1,8 ym (Agilent). Afase
movel consiste de tampdes A (acido acético aquoso 0,02%) e B (acetonitrila acido
acético 0,02%) e um gradiente de% B: 5% x 0 min-'; 60% x 11 min'; 95% x 13 min™’;
95% x 17 min™'; 5% x 19 min™'; e 5% x 20 min™". A taxa de fluxo do solvente é 0.3ml x
min~' em uma coluna a 30 ° C. O espectrometro de massa € operado pelo modo
positivo de acordo com o método de deteccao de flavondides. O método de ionizagao
usado na espectrometria de massa foi um ESI (lonizagao por Electrospray) sob as
condigbes: temperatura do gas de 300°C, vazao de nitrogénio de 10 L x min™', pressao
do nebulizador de 35 psi e tensao capilar de 4000 V. Os dados brutos LC/MS gerados
foram analisados pelo pacote Skyline utilizando como entrada uma lista de

transicao sem tempos de retencéao.
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4.6 Avaliagcao da Proliferagcao Celular in vitro em Culturas Celulares de
Fibroblastos Humanos

O teste de estimulacao da proliferagao celular foi adaptado de Ponnusamy et
al. (2015). O meio de cultura utilizado para cultivo e manutengdo das células foi o
RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino inativado (SFB, 10%), penicilina (100
Ul/ml) e estreptomicina (100 pg/ml). Os fibroblastos humanos da linhagem NIH3T3
foram mantidos em estufa, a 37° C, em ambiente enriquecido por CO2 a 5%.

As células estoque, em crescimento subconfluente, foram centrifugadas e
ressuspendidas em uma garrafa de cultivo contendo meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB). Uma aliquota da suspensao de células foi retirada
para contagem e definicdo do volume de inéculo, em camara de Neubauer.

As células foram inoculadas a uma concentragdo de 5 x 103 células por poco,
em uma placa de 96 pocos. A placa foi incubada por aproximadamente 24 h, em estufa
a 37° C, 5% COz2, permitindo que as células se aderissem e se espalhassem nos pogos.
O meio de cultura anteriormente adicionado (RPMI, 10% SFB) foi entdo substituido
por novo meio acrescido do extrato de folhas no ensaio subsequente. As
concentragdes utilizadas no teste foram de 500, 250, 125, 62,5 e 31,2 uyg/mL para Os
extratos da planta em estudo. Como controle foram utilizado DMSO nas mesmas
proporgdes dos testes.

Apos a adicdo do meio novo acrescido das diferentes concentragdes dos
extratos e de SFB, a placa foi entdo incubada nas mesmas condigdes por mais 48h.
A seguir, foram adicionados 10 yL de solugdo contendo o indicador MTT na
concentracao de 5 mg/mL, e as placas foram incubadas por mais 4h. O conteudo das
placas foi esgotado em descarte adequado e, aos pocgos, foram adicionados 200uL de
DMSO. O DMSO permite a lise celular e, consequentemente, a liberacao do indicador
colorimétrico derivado do MTT.

A quantificagéo do indicador foi realizada em leitor ELISA em A= 540 nm. Os
resultados foram apresentados na forma de grafico obtido no programa PRISMA®,
para indicar o efeito produzido pelas diferentes concentragdes dos estimulos em
relacdo ao padrao (% de viabilidade celular).

A comparagao entre os valores de absorbancia adquiridos apdés o MTT foi
utilizada para comparagéao estatistica entre os tratamentos (teste-T) com a=5%.
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4.8 Avaliacao da Proliferagao Celular in vivo

Para a realizagdo do estudo, foram aplicados os principios éticos da
experimentacdo, submetido & analise da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Vigosa, aprovado segundo o parecer de numero
de protocolo 52-2018 em ANEXO. Foram utilizados 90 ratos albinos adultos, da
espécie Rattus norvegicus, todos machos, linhagem Wistar, com idade média de 120
dias, saudaveis, com massa corporal entre 250g e 350g, provenientes do Biotério
Central da UFV.

O tamanho da amostra foi baseado na Resolugao RE n° 90, de 16 de margo de
2004 da ANVISA, que tem por objetivo indicar métodos padronizados para estudos de
toxicologia pré-clinica no Brasil, os quais visam no futuro o registro e renovacao de
fitoterapicos. O item trés do anexo desta resolugcéo determina o numero minimo de
seis animais por grupo experimental, o que dispensa, neste caso, a necessidade do
uso de formulas estatisticas para obtencdo do numero da amostra. Antes de iniciar o
estudo, os animais ficaram por 30 dias em periodo de adaptacdo, na area
experimental do Laboratorio de Biofarmacos da UFV. Durante esse periodo todos os
animais foram mantidos em gaiolas individuais cobertas com maravalha, com
temperatura controlada na faixa de 20°C a 25°C, fotoperiodo de 12h, com agua e

racao especifica (pellet Purina Labina ®) para roedores ad libitum.

4.9 Procedimento Cirargico

Os animais passaram por anestesia prévia, realizada por um Médico
Veterinario, para que pudesse ser feita a indugao das feridas, a qual foi realizada pelo
investigador do estudo, sob acompanhamento desse médico.

Os animais foram sedados e anestesiados como recomenda Massone (2011),
usando 10mg/Kg de xilazina 2% (Anasedan®), e 50mg/Kg de cloridrato de quetamina
(Dopalen®), adicionados na mesma seringa e administrado por via intraperitoneal. A
anestesia foi verificada pela auséncia de reflexo palpebral e reducdo da frequéncia
cardiaca e respiratoria. Uma vez anestesiados, foi realizada a tricotomia do dorso dos

animais, com auxilio da lamina de barbear.
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Apés a tricotomia realizou-se a assepsia com solucao de alcool etilico 70% na
regido tricotomizada. Para padronizar o tamanho da ferida, utilizou-se um tubo de
ensaio de 10ml para coletar sangue, devidamente desinfetado, que quando
pressionado contra a pele, delimitou uma area aproximada de 1cm?2. Os cortes foram
seccionados utilizando lamina de bisturi N° 11, tesoura curva e pinga anatébmica dente

de rato, até a exposicao da fascia muscular (Figura 5).

Figura 5 — Rato Wistar anestesiado com les&o realizada cirurgicamente no dorso.

4.10 Organizagao dos Grupos Experimentais e Tratamento Topico das Lesoes

Os 90 animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos, entre grupos
controles (G4 — Pomada Veiculo, controle negativo e G5 — Fitoscar®, controle positivo)
e experimentais (G1 — Pomada com 1% de extrato, G2 — Pomada 3% e G3 — Pomada
5%) (Tabela 1). Apds a indugcdo das feridas nos ratos, os animais receberam
diariamente o equivalente a 1g da pomada de acordo com tratamento do seu grupo
experimental, utilizando técnica asséptica. Os curativos foram realizados em intervalo
de 24h, utilizando a mesma técnica e no mesmo horario, até o 21° dia de pds-
operatorio (PO). Todos os procedimentos pds-operatorios foram realizados pelo
mesmo investigador com ajuda de estudantes, previamente treinados, do curso de

Bioguimica e Biologia da UFV.
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Tabela 1 — Tratamentos experimentais por grupo de animais, sendo 18 animais por

grupo.
GRUPOS TRATAMENTOS DOSES
Feridas tratadas com a
G1 - Pomada com 1% do formulacio contendo o 1% do 01 grama
extrato .
extrato ativo.
Feridas tratadas com a
G2 - Pomada com 3% do formulagdo contendo o 3% do 01 grama
extrato )
extrato ativo.
Feridas tratadas com a
G3 - Pomada com 5% do formulagio contendo 5% do 01 grama
extrato .
extrato ativo.
) Feridas tratadas com pomada
G4 - Pomada Veiculo Veiculo. 01 grama
Feridas tratadas com pomada
G5 - Pomada Fitoscar® 01 grama

Fitoscar®.

4.11 Analises Macroscopicas das Feridas

As feridas em tratamento foram avaliadas pelo indice de Contracdo (IC),

mensurado no 7°, 14° e 21° dias apds a execucgao das feridas, com uso de paquimetro

manual, em duas dire¢cdes, segundo Borges et al. (2007), que recomendam tomar

como referéncia os pontos mais distantes na horizontal e vertical, formando um angulo

de 90°. Apds este procedimento, multiplica-se os valores encontrado na horizontal e

vertical, proporcionando o valor real da ferida, conforme a figura 6.
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Figura 6 — Determinag&o da area da ferida por medig&o. A1: area horizontal; A2:
area vertical. (Angulo de 90 graus)

A area da ferida foi calculada em centimetros quadrados, multiplicando-se os

valores em centimetros de A1 e A2 de acordo com a equacéao abaixo:

Area da ferida em cm2 = A1 x A2

A contracao das feridas apds os tratamentos das formulagdes foi obtida a partir
da diferenca da area inicial da ferida em centimetros quadrados e a area da ferida ao
final do experimento, dividida pelo produto da area inicial vezes 100, como mostra a
equacao abaixo (BORGES et al., 2007):

Contracao da ferida = Area inicial em cm? - drea do momento ferida em cm?2 x100
Area inicial em cm?

Calculo da contracao da ferida.

O tempo de tratamento e coleta de tecido para avaliagao histologica foi de 7,
14 e 21 dias, sendo realizada eutanasia de seis animais por grupo nos dias de
tratamento mencionados, até se completarem os 21 dias do tratamento dos grupos

em experimento, como mostra a tabela 1 abaixo.
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4.12 Andlises Quantitativa do Colageno

As feridas foram retiradas com margem de 01 cm de pele integra ao redor da
lesdo, com profundidade até a fascia muscular. As amostras de pele foram
imediatamente fixadas em solucéo de formol 10% por 24h, e posteriormente inseridas
em frascos com alcool 70% até a confecgdo das preparagdes histolégicas. Para a
confecgdo das laminas, as amostras de pele foram desidratadas em etanol, clareadas
em xilol, incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo com 5 ym de espessura.
As laminas foram coradas rotineiramente com coloracido picrosirius, um tipo de
coloragao que, ao ser observada em microscépio de luz polarizada, marca: Olympus,
Modelo BX-41 U- pot, que permite analisar, de forma qualitativa, as fibras de colageno,
em especial as tipo | e tipo lll, uma vez que demonstra diferenca na interferéncia e
intensidade das cores e na birrefringéncia dos tecidos que sofreram essa coloragao
(SWEAT; PUCHTLER; ROSENTHAL, 1964).

A identificagao e quantificagao das fibras colagenas maduras (tipo |) e imaturas
(tipo Ill) foi feita por meio da técnica de microscopia éptica com luz polarizada e analise
morfométrica computadorizada.

As imagens foram captadas por uma camera fotografica acoplada ao
microscopio utilizado, digitalizadas e analisadas pelo aplicativo Image ProPlus®
(midia cibernética, Sao Paulo, Brasil), em aumento de 400X. Para analise das
imagens, foi utilizado o sistema RGB (Red, Blue, Green), no qual fibras colagenas
maduras (tipo |) se apresentam com tons vermelho e laranja e fibras colagenas
imaturas (tipo lll) se apresentam com tons verdes. Em cada campo analisado foi
calculada a area ocupada por colageno maduro e imaturo, desconsiderando as areas

escuras e de outras tonalidades.

4.13 Imunoensaio para VEGF

As aliquotas de soro dos animais em estudo usadas para o VEGF foram
congeladas a -80°C para posterior analise. Para a determinagao do VEGF foi utilizado
o método enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) através do kit Human VEGF

Elisa Kit invitrogen®. Os testes em todas as amostras foram realizados em triplicata.
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O kit contém placas de 96 pogos previamente sensibilizadas com anticorpo
monoclonal e padrao na concentragao de 1.500 pg/mL, além de tampdes, solugao de
bloqueio da reagao e conjugados cromodgenos. Com o padréo fornecido, foram feitas
diluicbes para a construcdo de uma curva-padrao e determinacdo da concentragao
das amostras. O kit orienta a realizagdo da reacdo em etapas e todos os passos
devem ser realizados a temperatura ambiente.

Inicialmente, adicionou-se 50 uL do tampao de incubagdo em todos os pocos,
exceto os pogos que foram selecionados para branco. Em seguida foi adicionado 100
ML dos padrdes diluidos nos pogos selecionados. Nos pogos da amostra e dos
controles foi adicionado 50 pL de tampao diluidor seguido de 50 uL da amostra. Os
pogos que foram usados como branco permaneceram vazios.

As placas foram tampadas e incubadas por 2 horas. Logo apds, a solugéo foi
completamente aspirada e os pogos lavados 4 vezes com solugao de lavagem. Apos
a lavagem, foi adicionado 100 pL de solugao de conjugado de biotina Hu-VEGF em
cada pogo, exceto nos pocgos selecionados para branco.

Em seguida, a placa foi novamente coberta e incubada por 1 hora e, apos esse
tempo, a solugao foi completamente aspirada e os pogos lavados 4 vezes com solugao
de lavagem. Em seguida, foi adicionado 100 pL de solucao estreptavidina-HRP em
cada pogo, exceto nos pogos reservados para o branco.

A placa, entao, foi coberta e incubada por 30 minutos. Em seguida a solugao foi
completamente aspirada e os pogos lavados 4 vezes com solugao de lavagem.

Finalmente, foi adicionado 100 pL de cromdgeno estabilizado em todos os
pocos, incubando no escuro até a solugao ficar azul. A seguir, foi adicionado 100 uL
de solucdo de bloqueio em todos o0s pocos, e assim, a solugdo mudou de azul para

amarelo. A leitura foi realizada com o leitor Elisa Spectramax em 450 nm.
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4.14 Eutanasia

Apos 7, 14 e 21 dias de tratamento, seis animais de cada grupo foram
eutanasiados com a administragdo de uma dose intravenosa de 100mg/kg do
fenobarbital tioepental, ou seja, quatro vezes maior do que a dose anestésica que é
de 25mg/kg, segundo as diretrizes brasileiras de pratica de eutanasia (BRASIL, 2012).
Posteriormente, apds os animais entrarem em anestesia profunda, segui-se a
exsanguinagao por pungao cardiaca a fim de obter amostras de sangue para analises
bioquimicas. Finalmente, a eutanasia foi realizada por choque hipovolémico
(BORGES et al., 2007).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos testes in vitro e in vivo foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA), com as comparagdes de médias realizadas pelo teste de Tukey.
Para a avaliagdo estatistica dos resultados de imunoensaio, foi utilizado teste
estatistico One way Anova nao pareado com teste-T. O nivel de significancia adotado
foi de a= 0,05%, para diferencas estatisticas significativas.

Para dimensionar os valores de retragdo da ferida induzida das analises
macroscopicas da ferida foi construido um grafico a partir teste estatistico One way
Anova nao pareado com teste-T para indicar o efeito produzido pelas diferentes

concentragdes
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2 Anadlise da Proliferagao Celular In Vitro em Culturas Celulares de
Fibroblastos Humanos

As tabelas 3 e 4 abaixo representam as porcentagens de vida celular e o
desvio-padrdo frente a concentracdo dos extratos hexénico e etandlicos,
respectivamente. Os graficos que representam essas tabelas estdo expostos nas

figuras 7 e 8 a segquir.

Tabela 2 — Porcentagem de vida celular em fungdo da concentracdo do extrato
Hexanico.

Concentracgao - Extrato Hexanico % Viabilidade (+/-) dp*
celular (%Vida)

1600 pg/mL 95,349 19,336
800 pg/mL 182,500 9,757
400 pg/mL 177,267 18,202
200 pg/mL 168,372 15,210
100 pg/mL 178,779 19,927
50 pg/mL 162,267 10,765

*Desvio-Padrao.

Tabela 3 — Porcentagem de vida celular em fungdo da concentracdo do extrato
Etandlico.

Concentragao - Extrato Etandlico % Vida (+/-) dp*
1600 pg/mL 32,907 8,069
800 pg/mL 34,535 3,642
400 pg/mL 37,733 1,237
200 pg/mL 37,733 6,912
100 pg/mL 74,709 4,187
50 pug/mL 82,733 7,575

*Desvio-Padrao.
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Figura 7 — Porcentagem de viabilidade celular em extrato hexanico.

Nas diferentes concentragdes testadas do extrato hexanico (figura 7), foi
observada uma porcentagem de vida celular quantitativa nas 05 primeiras
concentragbes utilizadas, contudo, a partir da concentragdo de 800 upg/mL a
porcentagem de vida celular foi significativo estatisticamente em relagao as outras

concentragdes testadas.
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Figura 8 — Porcentagem de vida celular em extrato etandlico (toxicidade do etanol).

Nas diferentes concentracbes de extrato etandlico testada verificou-se uma
diminuigdo da porcentagem de vida celular (figura 8). E que com o aumento das

concentracdes testadas houve um aumento da toxicidade celular.
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Figura 9 — Agao do extrato hexanico em relagdo ao controle

A acado do extrato hexanico (figura 9) nas concentragdes de 50 ug/mL, 100
pg/mL, 200 ug/mL, 400 ug/mL e 800 ug/mL foi satisfatéria em relagdo ao controle
(DMSO), sendo que apenas a ultima ndo apresentou estimulo ao crescimento celular
satisfatorio. Portanto, a partir da concentragcado 1600 pg/mL a agdo comega a se tornar

téxica para o desenvolvimento e consequente proliferagao celular.
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Figura 10 — Ag¢ao do extrato etandlico em relagao ao controle.

O extrato etanodlico se apresentou téxico para o crescimento celular nas
diferentes concentragdes testadas (figura 10), contudo, é possivel verificar que em
concentragbes menores houve uma diminuigdo da toxicidade celular, projetando um

possivel aumento na porcentagem de estimulo celular em concentragbes menores do

que as testadas no experimento.
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Figura 11 — Estimulo de crescimento.

Comparando os dois extratos (figura 11), € possivel verificar que nas diferentes
concentracdes utilizadas no experimento o extrato hexanico se apresentou mais
eficiente ao crescimento celular do que o extrato etandlico, ja que este se mostrou
téxico ao crescimento celular in vitro.

Nesse sentido, muitos estudos tém sido realizados para verificar o potencial
antioxidante e citotoxico de extratos obtidos de diferentes espécies vegetais a fim de
obter resultados uteis e positivos para a saude do ser humano. Por exemplo, em
estudo de analise semelhante, realizada sobre a espécie Garcinia brasiliensis por
Figueiredo (2013), o extrato etandlico teve sua citotoxidade, frente a cultura de células
de fibroblastos, avaliada in vitro e os resultados demonstraram que na concentragao
de 25 pg/ml o extrato reduziu em 40% a viabilidade das células. Essa citotoxidade
apresentada pelo extrato no teste in vitro foi atribuida pela autora aos baixos teores
de flavondides presentes no extrato desse vegetal, em comparagdo com outros, o que
provoca reducao na atividade antioxidante do mesmo.

Ainda, Silva et al. (2015) avaliaram o potencial citotoxico da Annona muricata
L., em estudo in vitro, e observaram que o extrato etandlico em concentragio superior
a 80 ug/ml é potencialmente letal ao crescimento de células humanas de diferentes

linhagens tumorais.
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De igual maneira, Delving (2015) avaliou o efeito terapéutico e o potencial
citotoxico e antioxidante da Calyptranthes grandifolia em teste in vitro pelo método de
Alamar Blue, usando células ndo metabolizadoras. A autora observou que o extrato
etandlico nao apresentou citotoxidade, mantendo a viabilidade celular aumentada em
todas as concentragbes testadas, além disso, apresentou potencial antioxidante,
inibindo significativamente a liberacdo de TNF-a. J&, para o extrato hexanico, a
reducdo da viabilidade celular ocorreu somente em concentragdo superior a 200
pg/ml. Nesse estudo, o potencial anti-inflamatério, antioxidante e anticarcinogénico
dos extratos dessa planta foi atribuido a presenca de terpendides e polifendis.

Tendo em vista o resultado desta analise, que mostrou ser o extrato hexanico
0 mais eficiente para o crescimento celular, utilizou-se este extrato para formulagao
das pomadas. A seguir estdo apresentadas as analises feitas com base nessas

formulacoes.

6.3 Analise do Extrato ativo por Cromatografia Gasosa - espectroscopia de
massa (CG/MS)

O extrato hexanico foi injetado no cromatografo gasoso acoplado a
espectrdmetro de massas, pois € uma das mais utilizadas na analise quimica, se
destacando como uma ferramenta extremamente util para separagao de misturas
complexas e para separacdao dos componentes de um sistema, com eficiéncia e
rapidez, determinando o numero de componentes de uma mistura, apontando a
presenca de impurezas e muitas vezes, servindo para esclarecer a identidade de um
composto.

O resultado apresentado para os componentes do extrato hexanico
identificados por Cromatografia Gasosa pode ser observado nas figuras 12 e 14. O
cromatograma detectou a presenca de alguns compostos importantes para o processo
de cicatrizagdo celular, como; Lupenona; Acetato de Lupeol;) a-amirina; Lupeol;
Friedelan-3-one; Acetato de Lupanol; e a-cariofileno.

O composto Lupeol (7), cujo pico se encontra no tempo de retengao Tr = 21,20
como um dos mais abundantes, parece ser um dos responsaveis pela atividade
cicatrizante encontrada no extrato, tendo em vista que ha relatos na literatura da sua
atividade como cicatrizante (BESERRA, 2019).
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Por outro lado, o composto friedelina ou friedelan-3-one também tem efeito na
cicatrizagdo, uma vez que age estimulando a angiogénese (CARMO et al., 2016).
Além disso, os compostos -cariofileno e -amirina que também apresentam atividade
cicatrizante. Esses dados corroboram com a atividade cicatrizante apresentada pelo
extrato hexanico nos estudos de Parente (2008) e Perterle (2017).

De acordo com Nunes (2013) os triterpendides apresentam propriedades
farmacolégicas diversas, como anti-inflamatérias, hepatoprotetoras, analgésicas,
antibidticas, antimicaticas, imunomoduladoras, virostaticas e tonicas. Silva, Bezerra e
Fernandes (2018) também encontraram triterpenos no extrato hexanico do urucum
(Bixa orellana), os quais, segundos eles, sdo compostos com atividade biologica
farmacolégicas comprovada, como anti-inflamatéria e antimicrobiana, e que estao
envolvidos no potencial fitoterapico do urucum, para tratar problemas de pele,

queimaduras entre outros.
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Figura 12 — Cromatograma do extrato hexanico das folhas de V. erythropappa Schultz — Bip obtido pela analise de CG-EM. Picos numerados
de 1 a 9: 1) a-cariofileno; 2) 2-metil-hexacosano; 3) Tetracontano; 4) Lupenona; 5) Acetato de Lupeol; 6) a -amirina; 7) Lupeol; 8) Friedelan-3-
one; 9) Acetato de Lupanol, correspondem aos compostos de maiores intensidades no extrato.
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Figura 13 — Estrutura do Lupeol e seus derivados.
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Figura 14 — Estrutura do a -cariofileno, a -amirina e da friedelina ou friedelan-3-one.
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6.4 Analise do Extrato ativo por Cromatografia Liquida (Método LC/MS)

A andlise do extrato ativo por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro
de massas permitiu detectar a presenga de dois flavondides: Apigenina e Luteolina
(Figuras 15, 16 e 17).

A administracao de fitoterapicos no tratamento de feridas deve considerar todas
as fases da cicatrizacao, que envolvem as fases inflamatérias, proliferativas e de
maturacdo. Nesse propodsito, o papel dos flavondides na cicatrizagdo de feridas
consiste no seu potencial anti-inflamatério (NIJVELDT et al., 2001), pois, além de inibir
a COX-2 e a desgranulagdo de neutrdfilos, também diminui a adesdo de células
inflamatdrias ao endotélio e a resposta inflamatéria (LEITE et al., 2015). Sobre isso, a
literatura mostra que a acado anti-inflamatéria e cicatrizante das plantas esta
diretamente relacionada aos flavondides (MANGA et al, 2004; SALA et al., 2003;
ASONGALEM et al., 2004; VIANA et al. 2003).

De forma geral, os flavondides tém atividade antioxidante, diminuindo a
ativagao do complemento, a adesao celular endotelial e a resposta inflamatéria. Além
disso, apresentam propriedades cicatrizantes por inibir a produgdo de
metaloproteinase-9 em queratindcitos em humanos (MAJTAN et al., 2013).

De acordo com Araujo (2010), em doses especificas, os flavondides provocam
aumento na sintese de proteina, o que, consequentemente, promove maior sintese
de colageno e elastina, resultando assim em melhora da cicatrizagdo. A autora
mostrou que animais submetidos ao tratamento com extrato contendo flavondides
tiveram, a analise histoldgica, maior organizacao das fibras colagenas da derme em
virtude da formacao eficaz da epiderme que remodelou a ferida e proporcionou melhor
cicatrizacdo. Segundo a autora os flavondides atuam como anti-inflamatérios, e em
especial a apigenina e a luteolina se mostram eficazes para o processo cicatrizante,
isso porque atuam em uma das fases da cicatrizagao — a fase inflamatoria — inibindo
a peroxidacao lipidica e a agregacao plaquetaria (em virtude do aumento de AMPc).

A presente analise mostrou teores consideraveis dos flavonoides apigenina e
luteolina no extrato hexanico de V. erythropappa Schultz — Bip, o que justifica o seu

efeito cicatrizante, comprovado nas analises posteriores.
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A apigenina é um flavondide presente em diversas ervas, vegetais e frutas, com
variadas fungdes bioldgicas, como acgao antioxidante, anti-inflamatéria, anti-tumoral e
cicatrizante (ZHANG et al., 2015). Hou et al. (2013) relataram que a apigenina tem
efeito sobre a derme e a epiderme, de forma que estimula a diferenciacéo epidérmica,
a sintese e secrecao lipidica, e a produgao do peptideo antimicrobiano cutaneo. De
acordo com Zhang et al. (2015) a apigenina induz a sintese de colageno tipo | e Il de
fibroblastos in vitro, aumenta a densidade dérmica, e promove maior deposicao de
colageno na derme, o que confirma o uso desse composto para o tratamento de
feridas cutaneas.

A apigenina, segundo Junior et al. (2016), também foi encontrada na roméa
(Punica granatum L.), respondendo pelo seu efeito cicatrizante sobre ulceras
induzidas em dorso de lingua de ratos Winstar. Em analise semelhante, o estudo de
Boeing (2015) mostrou que o extrato proveniente das folhas de Vernonia condensata
Baker (Asteraceae) apresenta grande poder terapéutico como cicatrizante gastrico em
virtude da presenca de flavondides, em especial, a luteolina e a apigenina.

Suntar et al. (2013) demonstraram que o potencial cicatrizante do extrato de
Helichrysum graveolens (Bieb.) se deve a presenca da apigenina, confirmada por
meio de analise cromatografica. Shukla et al. (2016) também mostraram que hidrogéis
carregados de apigenina, isolada do extrato de folhas de Mouro alba, séao efetivos na
cicatrizagcdo de feridas diabéticas, em virtude do potencial cicatrizante desse
flavondide.

A luteolina, por sua vez, pertence a classe das flavonas, sendo encontrada
naturalmente em plantas medicinais, frutas e vegetais, e, devido a presengca de
hidroxila e de duplas ligagdes de carbono (2-3) em sua molécula, apresentam diversas
caracteristicas biolégicas, como agao anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana,

0 que justifica seu uso como cicatrizante no tratamento de feridas (OZAY et al., 2018).
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Lodhi e Singhai (2013) relatam que a luteolina € um potente antioxidante, sendo
duas vezes mais forte que a vitamina E, apresentando também potencial terapéutico
cicatrizante porque reduz a duragao do processo inflamatorio e promove resisténcia a
infecgbes. Segundo os autores, a presenga de luteolina no extrato Martynia annua
garantiu a melhora da cicatrizagdo por promover aumento significativo na taxa de
contragao da ferida e aumento também da epitelizagao.

Frigotto e Portella (2012) mostraram que a luteolina, presente no Achyrocline
satureoides (Lam.) Dc € o composto responsavel pelo efeito anti-inflamatério da
espécie. De igual maneira, Coutinho, Muzitano e Costa (2009) relatam que as folhas
de B. pinnatum apresentam potencial anti-inflamatério em virtude da presenca de
flavondides, entre eles, a luteolina. Chibli (2013), em analise semelhante ao presente
trabalho, encontrou luteolina no extrato de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, a qual
responde pelo efeito anti-inflamatdério da espécie.

Lodhi e Singhai (2013) ao analisarem apigenina e luteolina em extrato de
Martynia annua Linn relataram que ambos aumentam a producao de fibras colagenas
e de fibroblastos amadurecidos, bem como melhoram a angiogénese, caracteristicas

que o fazem ser eficazes em promover melhora na cicatrizagdo de feridas cutaneas.
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6.5 Analises dos Resultados de Feridas Tratadas com Extrato de V.
erythropappa Schultz — Bip

6.5.1 Avaliagao Clinica dos Animais e Feridas

O tempo experimental escolhido para este estudo foi de 21 dias, ao longo dos
quais realizou-se trés coletas das amostras, nos tempos 7°, 14° e 21° dias. Segundo
Martins e colaboradores (2006) o periodo para melhor analise do processo de
reparagao do tecido compreende o terceiro e o vigésimo primeiro dia, sendo que apos
21 dias a ferida cirurgica ja apresenta uma boa cicatrizagao, passivel de comparacao.

No periodo do estudo ndo houve sinais de desenvolvimento de infecgdo nas
feridas e os parametros clinicos dos animais, como higidez, alerta e apetite se
mostraram dentro da normalidade. Na figura 18 € possivel observar o aspecto clinico
macroscopico das feridas pds cirurgicas nos dias zero, sétimo, décimo quarto e
vigésimo primeiro de pos-operatorio. A partir do sétimo dia houve formagéo de crosta
cicatriciais nas feridas de todos os grupos analisados, mas o grupo G4 (tratado com
pomada veiculo) apresentou crosta mais espessa ao longo dos dias analisados.

Segundo Gomes & Carvalho (2002) o surgimento de crosta sobre a ferida
favorece a proliferagdo de microrganismos uma vez que reduz a migracao de células
epiteliais para a ferida, retardando a granulagéo do tecido e dificultando assim a sua
cicatrizacdo. Isso pode ser atribuido aos compostos triterpénicos que apresentam
atividade antimicrobiana e em especial a friedelina ou friedelan-3-one que tem efeito

na cicatrizacdo, uma vez que age estimulando a angiogénese (CARMO et al., 2016).
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Dia Zero

GI1 - Pomada com 1% de extrato

G2 - Pomada com 3% de extrato

G3 - Pomada com 5% de extrato

G4 - Pomada Veiculo
G5 - Pomada Fitoscar®

Figura 18 — Representacdo fotografica da evolugdo macroscopica das feridas
controles e experimental. Grupos tratados com a pomada contendo 1% (G1), 3% (G2)
e 5% (G3) do extrato de V. erythropappa Schultz — Bip, com a pomada veiculo (G4) e
com pomada Fitoscar® (G5), nos dias zero, 07, 14 e 21 de pds operatério.
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A tabela 5 apresenta os valores (em %) do indice de contracéo das feridas
cirurgicas produzidas nos animais que foram tratados com a pomada contendo o
extrato de V. erythropappa Schultz — Bip nas concentragées 1%, 3% e 5%.

A contracdo da ferida se da na fase proliferativa da cicatrizagdo, em virtude da
agao dos miofibroblastos, os quais sintetizam a matriz extracelular e produzem forca
mecanica para essa contragao, por meio do estimulo de fatores de crescimento PDGF
e TGF-[3 sobre tais células musculares (TOMASEK et al., 2002). Nesse processo, a
pele periférica a lesdo e interligada por colageno sofre a forga de tragdo dos
miofibroblastos e avanca para o centro da lesdao até que as bordas se encontrem
(PAVLETIC, 2010). Dessa forma, o potencial de cicatrizagao pode ser mensurado pela
contragdo da ferida, uma vez que quanto maior for a porcentagem de contragao,

melhor sera a cicatrizagao (BRITO et al., 2001).

Tabela 4 — Percentual médio de contragdo em relagéo ao tamanho original das feridas
dos grupos tratados com a pomada contendo 1% (G1), 3% (G2) e 5% (G3) do extrato
de V. erythropappa Schultz — Bip, com a pomada veiculo (G4) e com pomada
Fitoscar® (G5), nos dias 07, 14 e 21 de pds operatorio.

DIA 07 DIA 14 DIA 21
TRATAMENTO Média 2 Média z Média 2
G1-Ext1% 27,02 12,08 73,65 23,4 79,45* 25,4
G2 - Ext 2% 16,12 9,91 72,55 18,9 76,05* 13,8
G3 - Ext 5% 16,65 12,66 74,8 21,1 74,7* 24,9
G4 - Veiculo 33,5 15,2 77,45 24,6 51,8 16,5
G5-FIT 17,9 15,45 70,5 42,9 53,45 19,9

Legenda: Dados do Indice de Contracdo de Ferida (%) expresso em média e desvio
padrao (o). As médias seguidas de asterisco (*) apresentam diferenca significativa
(P<0,05%) em relagéo ao tratamento G4 e G5, pelo Teste de Tukey.

No sétimo dia o grupo tratado com a pomada veiculo (G4) apresentou o maior
percentual de contracao da ferida (33,5%), seguido do grupo G1, o qual apresentou
27,02% de contragdo, e do grupo G5, que apresentou 17,9% de contragéo. Ja os
grupos G2 e G3 tiveram o menor percentual de contragao entre todos os grupos, com
uma média de 16,12% e de 16,65%, respectivamente. Nao houve diferenga

significativa entre os grupos, no sétimo dia.
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De maneira semelhante, no estudo de Santos et al. (2012) também foram
encontradas diferencas no percentual de contracdo de feridas tratadas com mel e
agucar mascavo, de forma que nos primeiros dias o grupo tratado com agucar
mascavo apresentou menor redug¢ao do didmetro da ferida quando comparado com o
grupo tratado com mel e também com o grupo controle (solugéo salina 0,9%).
Contudo, apds o sétimo dia de tratamento o percentual de contragédo para esse grupo
(agucar mascavo) apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo
controle, mantendo essa diferenca até o final do tratamento.

No décimo quarto dia todos os grupos analisados apresentaram maior
contragao das feridas, sendo que os grupos G4 e G3 foram os que apresentaram
maior contragao, com 77,45% e 74,8%, respectivamente, seguidos do grupo G1, com
73,65%, e do grupo G2, com 72,55% de contracdo. Embora n&o tenham apresentado
diferenca estatistica significativa (P>0,05%), todos tiveram porcentagens maiores que
o grupo G5, o qual apresentou indice de contragao de 70,5%.

Ao analisar as fases da cicatrizagdo, durante a fase inflamatéria (1° ao 7° dia)
a pomada veiculo (G4) se mostrou mais eficiente, com o maior percentual de redugéo
da ferida, ja na fase proliferativa (7° ao 14° dia) os grupos G1 e G3 também
apresentaram aumento no percentual de contracdo, com resultados proximos ao da
pomada veiculo, mostrando-se também como eficazes na redugao da area da ferida,
embora sem apresentarem diferencas estatisticas significativas (P>0,05%).

Achado semelhante foi descrito no estudo de Vieira (2015) em que o extrato de
inga nas concentragdes 1% e 5% foi capaz de aumentar a contragao da ferida na fase
proliferativa da cicatrizacdo, com 67,3% e 50,4% de redugao, respectivamente,
apresentando-se como tratamento mais eficiente que o grupo Fitoscar®, o qual
apresentou apenas 24,09% de contracdo no periodo. A eficacia deste fitoterapico se
deve as propriedades dos seus compostos bioativos, em especial, aos flavonadides,
responsaveis por otimizar o processo cicatricial por agir como anti-inflamatério,
antioxidantes e antimicrobiano (VIEIRA et al., 2008).

O estudo de Eurides et al. (2011) também encontrou bom resultado ao 14° dia.
Os autores analisaram o efeito cicatrizante do 6leo de rosa mosqueta (Rosa rubinosa
affinis) em camundongos machos em feridas pds cirurgicas e observaram que a partir

do 14° de pds operatério as feridas do grupo tratado com o dleo ja estavam
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aparentemente cicatrizadas, apresentando formagao de tecido conjuntivo com maior
intensidade e melhor organizagdo das fibras colagenas e dos fibroblastos. Esses
resultados indicam os constituintes do 6leo de rosa mosqueta, em especial os acidos
graxos insaturados que atuam como anti-inflamatérios, ele apresenta promovem
poder medicinal capaz de reduzir a inflamacao e acelerar a cicatrizagcao de feridas
cutaneas (ORFILA; CASANOVA, 2017).

No vigésimo primeiro dia todos os grupos do presente estudo apresentaram
bons percentuais de contracdo média, com G1 representando o melhor resultado, com
percentual de 79,45%, seguido de G2 com 76,05% e G3 com 74,7%. Os trés grupos
apresentaram diferenga significativa (P<0,05%) em relacdo aos grupos G4 e G5
respectivamente.

De maneira semelhante, no estudo de Marques et al. (2004) a avaliacdo do
efeito cicatrizante do 6leo de girassol mostrou que os grupos tratados com o 6leo
dessa semente ao 21° dia de ferida pds-operatoria apresentaram diferenca estatistica
significativa (P<0,05%) em relagc&o ao grupo controle, com maior indice de contragéo
das feridas, as quais ja estavam quase totalmente cicatrizadas, ao contrario do grupo
controle que ainda exibia pequenas areas com tecido de granulagao, necessitando de
mais algum tempo para alcancar a cicatrizagdo completa.

No estudo de Souza (2016) também foi avaliado a agao do extrato vegetal da
espécie Strycnos pseudoquina sobre a cicatrizagdo de feridas cutdneas em ratos
diabéticos, e os grupos tratados com extratos concentrados (5% e 10%), ao final dos
21 dias da incisao cirurgica, apresentaram maior indice de contragcao da ferida, com
diferenca significativa (P<0,05%) quando comparado ao grupo controle, mostrando-

se mais eficazes no processo de cicatrizagao

6.5.2 Avaliagado de Parametros Bioquimicos e Imunolégicos

Além das propriedades fisicas, quimicas e farmacolégicas de um fitoterapico, é
importante considerar as caracteristicas biolégicas do individuo que ira receber esse
composto a fim de avaliar o grau de seguranga deste (VIEIRA, 2015). Nesse sentido,
para avaliar o efeito da pomada contento extrato de V. erythropappa Schultz — Bip no
processo de cicatrizacdo de feridas foi realizada a avaliagdo de parametros

bioquimicos e hematolégicos dos grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) de animais deste
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estudo ao longo dos vinte e um dias apds ferida cirurgica. As figuras 19 a 24
representam tais parametros, a saber: Creatinina e Ureia, Leucdcitos Globais, TGO,
TGP e acido urico.

As analises bioquimicas de creatinina, ureia e acido urico sdo importantes para
avaliar se o tratamento proposto afetou a fung¢ao renal dos animais, ja a analise de
TGO e TGP avalia se os animais tiveram sua fungao hepatica afetada pelo tratamento.
Os leucécitos globais, também conhecidos como glébulos brancos, sao células
responsaveis pela defesa do organismo, e sua analise mostra se houve

desenvolvimento de infecgao ao longo do tratamento.

Creatinina 7 Creatinina 14 Creatinina 21
081 0.8

G G G G4 G5
Grupos

Figura 19 — Analise do teor de Creatinina (mg/dl) nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5
nos dias sete, quatorze e vinte e um apds a realizacao de ferida cirurgica,
respectivamente.

Ureia 7 Ureia 14 Ureia 21

G2 G3 G4 G5 G1 G3 G4 G5 G3 G4 G5
Grupos Grupos Grupos

Figura 20 — Analise do teor de Ureia (mg/dl) nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos dias
sete, quatorze e vinte e um apds a realizagao de ferida cirurgica, respectivamente.
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Leucdcitos Globais 7 Leucocitos Globais 14 Leucacitos Globais 21
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Figura 21 — Analise do teor de Leucdcitos Globais (mg/dl) nos grupos G1, G2, G3, G4
e G5 nos dias sete, quatorze e vinte e um apds a realizagdo de ferida cirurgica,
respectivamente.

TGO7 TGO 14 TGO 21
2004 2001 2004

G3 G4 G!
Grupos Grupos

Figura 22 — Analise do teor de TGO (mg/dl) nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos dias
sete, quatorze e vinte e um apos a realizacao de ferida cirurgica, respectivamente.

TGP7 TGP 14 TGP 21
150 150 1507

Grupos

Figura 23 — Analise do teor de TGP (mg/dl) nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos dias
sete, quatorze e vinte e um apds a realizagao de ferida cirurgica, respectivamente.
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Acido Urico 7 Acido Urico 14 Acido Urico 21

G3 G4 G5
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G3 G4 G5
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Figura 24 — Analise do teor de Acido Urico (mg/dl) nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5
nos dias sete, quatorze e vinte e um apds a realizagdo de ferida cirurgica,
respectivamente.

Embora se espere que os parametros bioquimicos de ratos de laboratérios
sigam padrbes semelhantes, alguns autores relatam que fatores como a dieta, o
ambiente, a idade, o género, a linhagem, o gendtipo, os fatores ecoldgicos e o
estresse durante o tratamento afetam os valores hematoldgicos e bioquimicos e dessa
forma, ndo é possivel definir um valor de referéncia universal para tais parametros
(NUNES et al., 2004). Assim, € necessario que cada laboratério ou biotério estabelega
seus valores de referéncia com base em suas proprias condigdes e caracteristicas
dos animais utilizados (CASTELLO BRANCO et al., 2011).

O presente estudo utilizou como referéncia para esta analise os parametros
definidos no estudo de Dantas et al. (2006). Assim, toda a analise bioquimica e
imunoldgica realizada se mostrou dentro da normalidade para os quatro grupos
estudados, e ndo houve variacao clinica efetiva entre os valores desses marcadores
renais, hepaticos e inflamatérios nos grupos tratados com o extrato, quando
comparados com o grupo controle. Essa analise permite inferir que o tratamento com
as pomadas contendo extrato de V. erythropappa Schultz — Bip n&o causou nenhuma
alteracao patologica nos animais, de forma que ndo promoveu desenvolvimento de
infecgao, haja visto os valores de leucdcitos globais dentro da normalidade, e também
nao foi toxico ao sistema renal e hepatico, uma vez que os valores de ureia, creatinina,
TGO e TGP também se mostraram satisfatérios, e ndo toxicos quando comparados

aos controles, sendo portanto, eficaz no tratamento de feridas cutaneas.
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6.5.3 Avaliagao da Imunoensaio para VEGF

Os macroéfagos respondem pela produgao de diversos mediadores que atuam
na regulacdo do processo cicatricial, entre eles, o fator de crescimento vascular —
VEGF - conhecido como o fator de permeabilidade vascular (SINGER; CLARK, 1999).
O VEGF é uma importante proteina ligada a formagao de novos vasos e essencial no
processo inicial de cicatrizagdo, sendo expresso no primeiro dia da lesdo pelos
queratindcitos e considerado uma das principais citocinas responsaveis por estimular
o surgimento de tecido de granulagédo (DINH; BRAUNAGEL; ROSENBLUM, 2015).

Assim, a angiogénese é fundamental no processo de cicatrizagdo, sendo
importante para formar tecido de granulagao provisorio que ira renovar o estoque de
oxigénio e nutrientes no novo tecido em crescimento, favorecendo a proliferagéo de
fibroblastos que irdo sintetizar o colageno, necessario para organizagéao tecidual e boa
cicatrizagdo (COLOMBO et al., 2013).

Segundo Masi (2015), os fatores de crescimento, como o VEGF, aceleram a
cicatrizacdo, estimulam producdo aumentada de novos vasos sanguineos, aceleram
a produgédo de tecido fibroso e atuam na maturacdo do colageno, levando, por
consequéncia, a cicatrizacdo completa e madura de uma ferida.

Nesse sentido, existem técnicas de biologia molecular capazes de avaliar a
expressao do VEGF, determinar a angiogénese e a formagao de células endoteliais,
sendo de extrema importancia em estudos sobre cicatrizagdes cutaneas. Um dos
meios de realizar essa avaliagdo € a Imunoistoquimica, a qual utiliza o principio
antigeno/anticorpo para detectar a expressao de proteinas em determinados tecidos
(PINHO et al., 2005).

O presente estudo avaliou a expressao do VEGF nos cinco grupos estudados
(figura 25) e verificou que aqueles tratados com a pomada contendo o extrato de V.
erythropappa Schultz — Bip apresentaram expressdo aumentada desse fator de
crescimento, contudo, apenas os grupos tratados com as pomadas nas concentragcoes
1% e 3% do extrato, G1 e G2 respectivamente, apresentaram diferenca estatistica
significativa (P<0,05%) quando comparados com o grupo controle (G4). Esses
resultados indicam que as pomadas com os extratos vegetais nas concentragées 1%
e 3% promovem maior vascularizacdo nas feridas induzidas, acelerando assim o

processo de cicatrizagado nesses grupos.
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Figura 25 — Expressao imunoistoquimica do VEGF nas células teciduais de feridas
tratadas com pomadas contendo o extrato de V. erythropappa Schultz — Bip nas
concentragdes 1% (G1), 3% (G2) e 5% (G3), com a pomada veiculo (G4) e com a
pomada Fitoscar® (G5). * Apresentaram diferencga estatistica significativa (P<0,05%)
quando comparados com o grupo controle positivo (pomada veiculo) e controle
negativo (pomada Fitoscar®).

Ao verificar o aumento dos niveis de VEGF nas feridas tratadas com a pomada
e a consequente formacdo de vasos sanguineos de forma intensa, pode-se
compreender o potencial cicatrizante da pomada contendo o extrato de V.
erythropappa Schultz — Bip, uma vez que, segundo Majewska & Gendaszewska-
Darmach (2011), os fitoterapicos mais eficazes no tratamento de feridas apresentam
potencial curativo em virtude de seus efeitos angiogénicos.

No trabalho de Marques (2016) foi avaliado o efeito do 6leo de semente de
maracuja no reparo de feridas cutaneas em ratos Wistar, sendo observado que o
grupo tratado com o éleo apresentou resultado de VEGF significativamente maior que
0 grupo controle, indicando que o fitoterapico é eficiente no tratamento de feridas, uma
vez que o aumento comprovado do endotélio vascular promove aceleragido do
processo cicatricial.

De maneira semelhante, no estudo de Santana (2015), que avaliou o efeito da
solugao de papaina no reparo tecidual em feridas de camundongos, observou-se que
0s grupos tratados com papaina (3%) apresentaram, apos sete dias da ferida, niveis
elevados de VEGF, o que, segunda a autora, promoveu reducdo do processo
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inflamatario, facilitou a proliferagao celular no leito da ferida, favoreceu a formagao do
tecido de granulagao e a deposic¢ao de colageno, indicando que o tratamento foi eficaz
no reparo tecidual.

Ainda, o estudo de Estevao et al. (2015) avaliou o efeito do tratamento de
feridas cutaneas de ratos com o 6leo essencial de pimenta (Schinus terebinthifolius
Raddi) sendo constatado que o tratamento com o éleo das folhas de pimenta a 5% foi
bastante favoravel na angiogénese e neovascularizagdo, com maior liberacdo de
fatores de crescimento (pré-angiogénicos) a partir do 14° dia de tratamento, os quais
promoveram proliferagao de capilares e organizagao de colagenos.

Em outro estudo foi avaliado o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii)
a 10% sobre feridas cutaneas de ratos e concluiu-se que o extrato foi capaz de
aumentar a proliferacado de vasos sanguineos e neovascularizagao no leito das feridas
dos animais tratados ja no oitavo dia, mostrando uma angiogénese intensa promovida
pelos mediadores da cicatrizacdo. Segundo os autores, o extrato vegetal, em virtude
de seus compostos bioativos, estimulou o processo angiogénico e promoveu reparo
tecidual eficaz nos grupos tratados (ESTEVAO et al., 2013).

6.5.4 Avaliagao Qualitativa e Quantitativa do Colageno tipo | e tipo Il

A figura 26 representa fotomicrografias coradas com picrosirius dos colagenos
tipo | e lll das feridas tratadas com pomada contendo o extrato a 1% (G1), a 3% (G2),
a 5% (G3), veiculo (G4), e Fistocar G5, respectivamente, nos dias sete, quatorze e
vinte e um de pos operatério.

E possivel verificar a presenca de colageno tipo Il (fibras imaturas — em verde)
nas feridas em processo de cicatrizagdo, o qual representa presenca de tecido novo
em formagdo, bem como a presenga de colageno tipo | (fiboras maduras — em
vermelho) no periodo analisado, indicando maturagéo do colageno e a regeneragao
do tecido. Para analisar a maturacdo do colageno € ideal que seja avaliado antes da
cicatrizacdo completa da ferida. A partir do sétimo dia da ferida a produgcdo de
fibroblastos atinge sua capacidade maxima, e, sendo essas as células que sintetizam
o colageno, pode-se observar presenga aumentada de colageno, e proximo ao
periodo da oclusao total da ferida, verifica-se apenas colageno do tipo |, uma vez que
as fibras predominantes sdo as maduras (SILVA & PENNA, 2012; VIEIRA, 2015).
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Na ultima etapa da cicatrizagao, conhecida como fase de remodelagéo, o tecido
de granulagao da ferida quase completamente cicatrizada tem sua matriz extracelular
reorganizada, com presenga abundante de vasos sanguineos e fibras colagenas, que
no inicio do processo eram do tipo lll, e agora, ao final, sdo substituidas pelas fibras
do tipo I, as quais sdo maduras e tornam o tecido mais forte, caracteristico de uma
cicatrizacao efetiva (SARANDY et al., 2015).

G1-—Extrato 1% G2 —Extrato 3% G3 — Extrato 5% G4 — Controle G5 —Fitoscar®

07 Dias

14 Dias

21 Dias

Figura 26 — Fotomicrografia obtida sob microscopia de polarizagdo com coloracao
Picrosirius e aumento de 400x, que mostra a distribuicao das fibras de colageno tipo |
(vermelho) e lll (verde) no tecido cicatricial da pele de ratos tratados com pomadas
contendo extrato de V. erythropappa Schultz — Bip nas concentracées 1% (G1), 3%
(G2), 5% (G3), pomada veiculo (G4) e Pomada Fitoscar® (G5) nos dias sete, quatorze
e vinte e um de pds operatério.

Ao analisar o resultado da polarizagdo com coloragao Picrosirius (figura 26) é
possivel verificar que os grupos tratados com as pomadas contendo o extrato (1%,
3% e 5%) tiveram no periodo inicial da analise a proliferagdo de colageno tipo Il —
verde (regides apontadas pelas setas brancas) e com 21 dias, no periodo final de
quase completo fechamento da ferida, esses colagenos se transformaram em tipo | —
vermelho (regides apontadas pelas setas roxas), mostrando-se mais maduros, em

relagdo ao grupo controle.
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Foi realizada analise quantitativa dos colagenos tipo | e tipo Ill ao longo do
periodo de tratamento e os resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas 6 e 7,
que mostram a média (%), mediana, desvio padrao e valores minimo e maximo de

colagenos para cada grupo.
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Tabela 5 — Quantitativo de colageno tipo lll (verde) nas feridas tratadas com as

pomadas nos dias sete, quatorze e vinte um de pos-operatorio

Tempo Tratamento  Média Desvio Mediana Minimo Maximo
Padrao
Pomada com
extrato 1%?2 3,29 1,74 2,87 0,33 7,31
Pomada com
extrato 3%° 1,23 1,10 0,99 0,20 4.41
Pomada com
7 Dias extrato 5%° 6,58 4,24 5,62 1,23 14,42
Pomada
Veiculo
(Controle)® 2,64 8,24 0,87 0,10 46,00
Pomada
Fitoscar®? 1,72 1,42 1,27 0,15 5,30
Pomada com
extrato 1%2 5,31 2,32 4 89 1,39 9,26
Pomada com
extrato 3%"° 2,44 2,00 2,00 0,30 8,42
Pomada com
14 Dias extrato 5%”° 10,72 7,13 9,23 0,88 32,11
Pomada
Veiculo
(Controle)® 7,48 6,89 5,61 0,31 25,22
Pomada
Fitoscar®? 7,71 6,47 6,05 0,37 25,20
Pomada com
extrato 1%2 20,60 11,02 18,51 3,72 40,80
Pomada com
extrato 3%"° 8,74 3,82 8,95 1,07 15,02
Pomada com
21 Dias extrato 5%”° 10,47 3,26 10,11 5,13 16,61
Pomada
Veiculo
(Controle)® 33,69 8,46 31,55 21,64 49,99
Pomada
Fitoscar®? 32,91 7,73 32,65 20,10 47 .20

@ Dados com distribuicdo paramétrica
b Dados com distribui¢gdo ndo paramétrica
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Tabela 6 — Quantitativo de colageno tipo | (vermelho) nas feridas tratadas com as

pomadas nos dias sete, quatorze e vinte um de pos-operatorio.

Tempo Tratamento  Média Desvio Mediana Minimo Maximo
Padrao
Pomada com
extrato 1%2 6,38 3,50 5,55 1,26 14,11
Pomada com
extrato 3%?2 3,38 2,39 2,90 0,22 8,25
Pomada com
7 Dias extrato 5%?2 20,89 6,73 21,93 10,46 33,56
Pomada
Veiculo
(Controle) @ 11,54 5,25 12,28 2,21 22.20
Pomada
Fitoscar®? 13,19 6,16 14,10 3,40 25,20
Pomada com
extrato 1%2 19,35 4,89 19,46 10,66 27,50
Pomada com
extrato 3%2 14,29 5,87 14,33 3,86 27,70
Pomada com
14 Dias extrato 5%2 42,87 11,24 44 .80 22,70 64,60
Pomada
Veiculo
(Controle) @ 32,98 5,44 32,52 18,50 44 20
Pomada
Fitoscar®? 36,63 5,20 35,05 22,10 45,30
Pomada com
extrato 1%2 53,86 6,65 53,71 42 59 71,75
Pomada com
extrato 3%2 23,56 5,35 23,96 13,82 35,09
Pomada com
21 Dias extrato 5%”° 61,33 8,53 65,18 29,29 70,10
Pomada
Veiculo
(Controle) @ 35,27 7,61 34,61 20,95 49 59
Pomada
Fitoscar®? 38,36 6,21 39,65 21,22 48,90

@ Dados com distribuicdo paramétrica
b Dados com distribui¢gdo ndo paramétrica
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Nas figuras 27 a 32 a seguir constam a representacao grafica dos percentuais
de colagenos tipo | e tipo Ill encontrados nas feridas tratadas com as pomadas nos

dias sete, quatorze e vinte um de pds-operatorio.

2 13.CF

5
5
5
| I
ﬂ .
Gl G2 G3 G4 G3

m Média = Mediana

Colageno verde (%)
wa o

%]

[y

Figura 27 — Percentual de colageno tipo Ill (verde) encontrado nos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5, no sétimo dia de tratamento. 1 representa diferenca significativa em
relagédo ao grupo G1 (1%), 3 representa diferenga significativa em relagédo ao grupo
G2 (3%), 5 representa diferenga significativa em relagdo ao grupo G3 (5%), C
representa diferencga significativa em relagdo ao grupo G4 (Veiculo), F representa
diferencga significativa em relagéo ao grupo G5 (Fitoscar®).
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Figura 28 — Percentual de colageno tipo Il (verde) encontrado nos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5, no décimo quarto dia de tratamento. 1 representa diferenga significativa
em relagao ao grupo G1 (1%), 3 representa diferencga significativa em relagéo ao grupo
G2 (3%), 5 representa diferenca significativa em relacdo ao grupo G3 (5%), C
representa diferenga significativa em relagédo ao grupo G4 (Veiculo), F representa
diferencga significativa em relagéo ao grupo G5 (Fitoscar®).
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Figura 29 — Percentual de colageno tipo Ill (verde) encontrado nos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5, no vigésimo primeiro dia de tratamento. 1 representa diferenca
significativa em relagéo ao grupo G1 (1%), 3 representa diferenga significativa em
relagéo ao grupo G2 (3%), 5 representa diferenga significativa em relagéo ao grupo
G3 (5%), C representa diferenga significativa em relagdo ao grupo G4 (Veiculo), F
representa diferenga significativa em relagao ao grupo G5 (Fitoscar®).
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Figura 30 — Percentual de colageno tipo | (vermelho) encontrado nos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5, no sétimo dia de tratamento. 1 representa diferenga significativa em
relacdo ao grupo G1 (1%), 3 representa diferenca significativa em relagdo ao grupo
G2 (3%), 5 representa diferenga significativa em relagcédo ao grupo G3 (5%), C
representa diferencga significativa em relagdo ao grupo G4 (Veiculo), F representa
diferenca significativa em relagéo ao grupo G5 (Fitoscar®).
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Figura 31 — Percentual de colageno tipo | (vermelho) encontrado nos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5, no décimo quarto dia de tratamento. 1 representa diferenga significativa
em relagéo ao grupo G1 (1%), 3 representa diferenga significativa em relagdo ao grupo
G2 (3%), 5 representa diferenga significativa em relagcédo ao grupo G3 (5%), C
representa diferenga significativa em relagdo ao grupo G4 (Veiculo), F representa
diferencga significativa em relagcéo ao grupo G5 (Fitoscar®).
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Figura 32 — Percentual de colageno tipo | (vermelho) encontrado nos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5, no vigésimo primeiro dia de tratamento. 1 representa diferenga
significativa em relacéo ao grupo G1 (1%), 3 representa diferenga significativa em
relagado ao grupo G2 (3%), 5 representa diferenga significativa em relagao ao grupo
G3 (5%), C representa diferenga significativa em relagdo ao grupo G4 (Veiculo), F
representa diferenca significativa em relacao ao grupo G5 (Fitoscar®).



81

A analise do colageno tipo Il (verde) mostrou que no sétimo dia de pés-
operatério o grupo G3 (pomada 5%) apresentou maior quantidade dessas fibras
colagenas (6,58%), mostrando diferencga significativa com relagdo a todos os outros
grupos — G1 (3,29%), G2 (1,23%), G4 (2,64%) e G5 (1,72%). No décimo quarto dia
de pos-operatorio o grupo G3 também apresentou maior quantidade dessas fibras
(10,72%), mas com diferenga significativa apenas quando comparado com 0s grupos
G1 (5,31%) e G2 (2,44%). Ja, no vigésimo primeiro dia de pos-operatoério o grupo G1
(pomada 1%) apresentou maior percentual de fibras (20,60%) do tipo Ill, quando
comparado com os grupos G2 (8,74%) e G3 (10,47%), mas foi menor, quando
comparado com os grupos G4 (33,69%) e G5 (32,91%). A pomada contendo 3% de
extrato (G2) foi a que apresentou menor percentual de fibras do tipo Ill em todos os
dias de tratamento. Ao sétimo dia a pomada contendo 5% de extrato (G5) foi a que
apresentou maior percentual de colagenos tipo Ill e ao final dos 21 dias, os grupos
que apresentaram maior percentual desse tipo de fibra foram os grupos controle (G4)
e Fitoscar® (G5).

Quanto a analise do colageno tipo | (vermelho), ao sétimo dia de pds-operatorio
o grupo G3 apresentou maior quantidade (20,89%) dessas fibras, mostrando diferenca
significativa quando comparado com todos os outros grupos — G1 (6,38%), G2
(3,38%), G4 (11,54%) e G5(13,19%), contudo, os grupos controle (G4) e Fitoscar®
(G5) apresentaram maior percentual que os grupos G1 e G2, com diferenca
significativa entre eles. Ao décimo quarto dia de pds-operatorio essa relagdo se
manteve, com G3 apresentando maior percentual (42,87%) que todos os outros
grupos e G4 e G5 (32,98 e 36,63, respectivamente) sendo maior que G1 e G2 (19,35%
e 14,29%, respectivamente). Ja, ao vigésimo primeiro dia o0 G3 continua apresentando
maior percentual (61,33%) dessas fibras, o G1 agora tem percentual maior (53,86%)
que G4 e G5 (35,27% e 38,36%, respectivamente) e o G2 (23,56%) € o que apresenta
o menor percentual dessas fibras, com diferenca significativa para todas essas
associagoes.

Diante desses resultados, contata-se que a pomada contendo 3% de extrato se
mostrou pouco efetiva para o processo de cicatrizagao da ferida, uma vez que a
producao de colageno, necessario ao processo, foi deficiente no leito das feridas

tratadas por ela.
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Ao comparar a analise dos dois tipos de colageno, verde e vermelho, observa-
se que ao final do tratamento os grupos controle (G4) e Fitoscar® (G5) tiveram maior
quantidade de fibras do tipo lll, consideradas imaturas, e os grupos tratados com as
pomadas contendo extrato 1% e 5% (G1 e G3, respectivamente) tiveram maior
quantidade de fibras do tipo |, consideradas maduras, indicando que tais formulagdes
foram efetivas para a cicatrizacdo das feridas, com G3 apresentando o melhor
resultado.

De maneira geral, essa analise indicou que a pomada foi eficaz em promover
inicialmente formacao de novo tecido sobre o leito da ferida (colageno lll - verde), o
qual passou por maturacao (colageno | - vermelho), tornando o tecido cicatricial mais
forte e resistente.

Estudos semelhantes com outros extratos também encontraram esses
resultados. Neto (2011) ao analisar o efeito cicatrizante do extrato de frutos de Genipa
americana L em feridas de ratos verificou que os extratos promoveram melhor
organizagao das fibras de colageno tipo | ao final de 21 dias, promovendo melhor
elasticidade da pele e melhor cicatrizagao.

Em outro estudo, Souza (2016) verificou a agdo do extrato de Strycnos
pseudoquina nas concentragdes 5% e 10% no reparo de feridas cutédneas de ratos
diabéticos e os resultados da analise de colageno sob microscopia de polarizagéao
mostrou que ambas as concentragdes foram eficazes no aumento de colageno tipo |
ao final de 21 dias, com maior taxa de fechamento das feridas do que o grupo controle.

No estudo de Santana (2015) também foi avaliado o crescimento de fibras
colagenas em feridas intencionais de grupos de camundongos tratados com gel de
papaina 3%, sendo observado que as fibras coladgenas desse grupo apresentaram ao
final de 21 dias melhor organizagédo, quando comparadas ao grupo controle, sendo
predominante a presencga de colageno tipo |. Segundo a autora, essa predominancia
do colageno tipo | no final do periodo analisado indica aumento da contragao da ferida

e melhor cicatrizagdo em menor tempo.
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Ainda, no estudo de Vieira (2015) foi avaliado o efeito cicatrizante do extrato de
angico 1% e 5% sobre feridas cutaneas de coelhos e a andlise das fibras colagenas
revelou que o extrato nessas concentracdes foi eficaz ja em 14 dias de tratamento,
promovendo alta concentragdo de colageno tipo |, quando comparado ao grupo
controle, o que causou uma média de 80% de contragcéo da ferida, indicando o efeito
do extrato sobre a maturagao do colageno e melhor cicatrizagao.

E importante notar que a eficiente ac&o cicatrizante dos fitoterapicos é atribuida
principalmente a presenga de flavonoides, um dos grupos fendlicos mais importantes
oriundos do metabolismo secundario das plantas (SIMOES et al., 2016) e encontrado
na analise fitoquimica deste trabalho, bem como, em outros estudos (SOUSA et al.,
1991; SOUZA et al., 2003; SOARES & FABRI, 2011) que analisaram a mesma espécie

vegetal.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados alcancados neste estudo conclui-se das analises dos
extratos brutos — etandlico e hexanico — de V. erythropappa Schultz — Bip, que o
extrato hexanico foi o que se mostrou eficiente para a proliferacao de fibroblastos
cultivados in vitro, sendo assim, definiu-se por utiliza-lo na formulacdo das pomadas
a serem aplicadas como tratamento das feridas.

A analise deste extrato — hexanico — por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas mostrou que é composto por substancias apolares, como
o lupenol e a lupenona. Ja, a analise por cromatografia liquida mostrou que é
composto por dois principais flavondides: Apigenina e Luteolina. Esses compostos
encontrados no extrato dao a ele importante carater antioxidante e cicatrizante. Esses
efeitos puderam ser observados nas analises das feridas, nas quais as pomadas
contendo o extrato hexanico de V. erythropappa Schultz — Bip (1%, 3% e 5%)
promoveram cicatrizagcdo da ferida, mostrando ser eficaz na fase proliferativa da
cicatrizacao, resultando em melhor indice de contracao da ferida.

A avaliacdo dos parametros bioquimicos e imunoldgicos mostrou que as
pomadas contendo o extrato, para todas as trés concentracbes testadas, nao
causaram nenhuma alteragao patolégica nos animais, de forma que nao promoveram
desenvolvimento de infecgao, haja visto os valores de leucdcitos globais dentro da
normalidade, e também nio forma toxicas ao sistema renal e hepatico, uma vez que
os valores de ureia, creatinina, TGO e TGP também se mostraram dentro dos valores
de referéncia utilizados.

Os parametros imunoistoquimicos indicaram que as pomadas contendo o
extrato hexanico modulou o processo inflamatério, uma vez que promoveu maior
vascularizacao nas feridas induzidas, acelerando assim o processo de cicatrizacao;

As pomadas contendo o extrato hexanico apresentaram resposta mais efetiva
ao tratamento, quando comparadas com o fitoterapico (Pomada Fitoscar), o que indica
a possibilidade do uso dessa planta como cicatrizante no tratamento de feridas,
chamando atencao para seu possivel uso como medicamento fitoterapico. Mediante
esses resultados, reitera-se a necessidade de estudos futuros voltados para a analise
de formulagdes com maiores concentragdes desse extrato e sua aplicagao por periodo

superior ha 21 dias.
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ANEXO | — Certificado de submissdo do trabalho & Comissao de Etica no Uso de
Animais — UFV

CERTIFICADO

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n® 5272018, intitulado “Efcite do gel transdérmico obtido a partir
dus extratos das folhas de Vanillosmopsis erythropappa schuliz — bip na
cicatrizagdo de feridas cutineas em estudo morfolégico ¢ molecular™,
coordenade pela professora Marisa Alves Nogueira iaz do i)cpartamento de
Bioguimics ¢ Biologia Molecular, estd de acordo com a Legislagio vigenie (1.¢i
N* 11.794. de 08 de outubro de 2008). as Resolugdes Notmativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz. Brasileira de Pratica para o Cuidado ¢ a
Utilizacdo de Animais puara Fins Cientificos ¢ Didaricos) ¢ as Diretrizes da
Praticu de Eutandsia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto  sendo
aprovade por esta Comissiio cm 28/09/2018, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Fthic Commitiee in Animal Use/UTV certify that the process number
5272018, named “Effcect of transdernial gel obtained from extracts of leaves
of Vanillosmopsis erythrupappa schultz - beep on the healing of cutaneous
wounds in a murphological and molecular study™. is in agreement with the a
setusl Brazilian legislation ( Lei N® 11.794,  2008), Nommative Resolulions
edited by CONCEAMCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care
and Use of Animals for Scivnlific Purposes and Teaching) and the Guidelines ol
Practice the Euthanasia recommended by CONCEAMCTI therefore heing
approved by the Committee on Scpicruber 28, 2018 valid for {2 months.

A.UV\U\ l) )‘*Or-r)‘ 'f"
\) Prof’, Atima Clemente Al u7u on

Presidente
Comissiio de Etica no Use de Animais — CEUA/UFY




